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RÉSUMÉ 
L'obésité est reconnue comme un problème de santé majeur en Amérique du Nord. 
Les femmes enceintes en souffrant sont plus à risque de subir des complications lors 
de la grossesse ou de 1' accouchement, ce qui peut affecter le développement normal 
du nouveau-né et sa santé à court, moyen et long terme. Notre étude porte sur les 
transporteurs ABC qui ont pour rôle d'excréter le cholestérol hors de la cellule afin 
d'éviter son accumulation dans les tissus de l'organisme. Dans le placenta, le transfert 
du cholestérol de la mère au fœtus exige une régulation adéquate de ces transporteurs, 
afin d'assurer un bon développement fœtal. Notre hypothèse stipule que l'obésité 
maternelle module le transport du cholestérol de la mère au fœtus via l'expression des 
transporteurs ABC dans le placenta humain à terme. Ainsi, des mères contrôles 
(Indice de Masse Corporelle (IMC) entre 18,5 et 24,9 kg/m2) et obèses (IMC de 30 
kg/m2 et plus) ont été recrutées (contrôles n = 22 et obèses n = 11). Du sang et du 
tissu placentaire (conservé à -80°C) ont été prélevés chez la mère à 1' accouchement, 
ainsi que du sang dans le cordon ombilical. Dans le plasma sanguin, des dosages 
lipidiques ont été effectués. Le taux placentaire de cholestérol total fut d'abord testé 
avec la technique d'extraction des lipides selon Folch et quantifié à l'aide d'une 
trousse commerciale, ainsi que les taux placentaires de cholestérol libre et d'esters de 
cholestérol. L'expression au niveau des transporteurs ABC (ARNm et protéines) (Al, 
BI, B4, Gl et G2) a été quantifiée par RT-PCR en temps réel et par 
immunobuvardage de type Western, respectivement, ainsi que celle des régulateurs 
calpaïne-1 et 2 et derlin-1 grâce aux mêmes techniques. Avec les dosages lipidiques, 
on observe une diminution, par rapport au groupe témoin, du cholestérol, des HDL et 
LDL chez les mères obèses, alors qu'une augmentation du cholestérol et des HDL est 
observable chez leurs nouveau-nés. On observe chez les femmes obèses une baisse 
des taux placentaires de cholestérollibre·et une hausse des taux d'ester de cholestérol, 
alors que le cholestérol total reste inchangé. Chez les femmes obèses, on remarque 
une baisse d' ABCAl, ABCG2 et calpaïne-2, ainsi qu'une augmentation pour 
ABCB4, calpaïne-1 et derlin-1. Ces résultats suggèrent que 1 'obésité maternelle 
affecte le transport du cholestérol dans le placenta humain à terme, par la modulation 
de l'expression des transporteurs ABCAI, ABCG2 et ABCB4 via leurs régulateurs, 
calpaïne-1 et derlin-1. Le lien entre derlin-1 et ABCG2 reste toutefois à démontrer 
dans le placenta humain. 
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INTRODUCTION 
L'obésité est un problème sans cesse grandissant au sein de la population mondiale 
actuelle [1]. Maintenant considérée comme une pandémie [2], l'obésité se caractérise 
par une accumulation des lipides dans les tissus adipeux de l'organisme [3]. Il fut déjà 
démontré que l'obésité entraîne des problèmes de santé divers, surtout au niveau 
cardiaque, tels que les accidents cardia-vasculaires (ACV) [4] ou des problèmes 
d'hypertension [5]. L'obésité affecte grandement la population canadienne. En effet, 
des recensements datant de 2011 ont permis d'estimer que 25,3 % de la population 
canadienne souffre d'obésité [6]. L'obésité, qui ne cesse d'augmenter en proportion 
au Canada, peut affecter les femmes enceintes, causant chez elles des complications 
durant la grossesse, sous forme de fausses-couches, d'infections morbides et de 
diabète gestationnel [7], et durant l'accouchement, comme un risque accru 
d'hémorragies post-partum, d'accouchement vaginal laborieux ou encore par 
césarienne [8]. De plus, 1 'obésité maternelle affecte également le développement 
fœtal, en amenant, par exemple, des anomalies du développement du tube neural ou 
encore des anomalies cardiaques [9;10]. Afin de pouvoir contrer les effets de l'obésité 
maternelle sur le développement fœtal, il faut avant tout comprendre comment elle 
affecte le transport placentaire des nutriments nécessaires au développement fœtal, 
notamment des lipides. 
Ce projet vise d'abord et avant tout à déterminer si la voie des transporteurs ATP-
binding-cassette (ABC) est modulée par l'obésité dans le placenta humain à terme, ce 
qui ouvrirait de nouvelles pistes concernant le transfert materno-fœtal du cholestérol 
et pourrait expliquer, en partie, comment l'obésité maternelle affecte le 
développement du fœtus. Dans un second temps, 1' expression de certains régulateurs 
post-traductionnels des transporteurs ABC sera évaluée. Les calpaïnes-1 et 2, ainsi 
que derlin-1 sont de bonnes pistes à envisager, car elles ont été reconnues comme 
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régulant des protéines ABC dans d'autres organes chez l'être humain. Ce projet met 
donc l'emphase à démontrer l'implication majeure des transporteurs ABC, ainsi que 
de certains de leurs régulateurs post-traductionnels connus, dans la modulation du 
transfert matemo-fœtal du cholestérol. 
Pour ce faire, les taux d'expression des ARNm et des protéines de cinq transporteurs 
ABC (Al, Bl, B4, Gl et G2) furent quantifiés dans le placenta humain à terme, ainsi 
que les taux de 3 régulateurs post -traductionnels, soit calpaïne-1, calpaïne-2 et derlin-
1. De plus, les taux placentaires de cholestérol total, libre et estérifié ont été 
quantifiés, pour évaluer l'effet de la modulation des transporteurs sur le transfert 
placentaire du cholestérol. Cette étude a été réalisée sur 33 femmes (22 de poids 
normal et 11 souffrant d'obésité) ayant accouché par délivrance vaginale, ne souffrant 
ni de diabète gestationnel ni de problèmes de la glande thyroïde, exemptes de 
traitements médicamenteux et ne consommant ni alcool ni cigarettes. 
Aussi, sur des extraits protéiques de cultures primaires de cytotrophoblastes isolés de 
placentas humains, le taux d'expression protéique des 5 transporteurs ABC et de 
derlin-1 fut quantifié. Il en fut de même pour la lignée cellulaire Be Wo, afm de 
démontrer que 1' expression protéique de cette lignée est semblable à celle des 
cytotrophoblastes isolés de placentas. Ainsi, il sera démontré que la lignée cellulaire 
Be Wo peut être un bon modèle pour étudier les protéines placentaires impliquées 
dans le transport du cholestérol. 
Tout d'abord, il y aura une revue détaillée de la littérature pertinente au sujet, suivi de 
1' article scientifique soumis pour publication, terminé par une discussion et une 
conclusion complémentaire ·résumant le projet de maîtrise en question. Il y sera 
également joint au document des annexes montrant un second article scientifique en 
préparation et des résultats préliminaires obtenus sur les cultures cellulaires. 
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CHAPITRE 1 : Revue de la littérature 
1. 1 Adaptation du métabolisme maternel à la grossesse 
Durant les neuf mois de grossesse, le métabolisme maternel subit des modifications 
afin de subvenir aux besoins du fœtus en développement. Plus particulièrement, le 
métabolisme maternel des lipides, glucides et protéines est modifié, les tissus 
maternels subissant une augmentation de la lipolyse [11 ], qui elle est associée 
directement à une hyperlipidémie. Cette dernière se caractérise par une augmentation 
plasmatique de cholestérol, triglycérides et apolipoprotéines [12]. Cette augmentation 
plasmatique de triglycérides est particulièrement importante, car étant une grande 
source d'énergie, ils deviennent indispensables dans le contexte où les besoins du 
fœtus en énergie augmentent tout au long de la grossesse. L 'hypertriglycéridémie est 
particulièrement nécessaire, car les besoins du fœtus en énergie augmentent de façon 
exponentielle, surtout au troisième trimestre [13]. Également, les tissus maternels 
subissent une glycogénolyse et une glycolyse, afm d'augmenter les taux plasmatiques 
des métabolites lactate (musculaire) et glucose (hépatique), éléments essentiels pour 
le fœtus [14]. En effet, le l~ctate est nécessaire à la synthèse du lait maternel et le 
glucose se trouve à être la source d'énergie principale pour assurer les activités 
métaboliques dans les tissus fœtaux et placentaires [ 14]. Les protéines accumulées 
dans les tissus maternels, étant de grosses molécules, doivent être dégradées en acides 
aminés afm de pouvoir être transférées au fœtus [15]. Ces derniers sont nécessaires à 
la croissance du fœtus, ainsi qu'à la biosynthèse de protéines, nucléotides et 
neurotransmetteurs [15]. Évidemment, le transfert de tous ces nutriments doit être 
bien régulé, travail accompli chez 1 'humain par le placenta. 
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1.2 Le placenta humain 
1.2.1 Physiologie du placenta 
Le placenta est un organe qui se développe à partir des cellules embryonnaires 
envahissant l'endomètre maternel. En effet, quelques jours après la fécondation, on 
voit apparaître sur le trophectoderme du blastocyste une première couche cellulaire 
externe, appelées cytotrophoblastes [16]. Les cellules trophoblastiques de l'embryon 
vont se différencier en trophoblastes villeux (VT) et extravilleux (EVT). Ces derniers 
acquièrent la capacité d'envahir la paroi utérine (décidua) de la mère [17]. Cette 
invasion cause des modifications au niveau des artères utérines spiralées de la mère, 
c'est-à-dire que leur diamètre s'élargit pour permettre un plus grand débit sanguin 
dans cette région et moins de résistance des parois artérielles [18]. Cette importante 
modification artérielle permet un échange plus efficace des gaz, nutriments, vitamines 
et eau entre la mère et le fœtus. Ces étapes sont primordiales pour la fixation du 
blastocyste et la formation du placenta hémochorial humain. Ensuite, les VT vont se 
différencier, processus durant lequel les membranes cytotrophoblastiques fusionnent 
entre elles pour former une seule cellule multinucléée, le syncytiotrophoblaste (STB) 
[19]. Cette cellule, qui est la principale impliquée dans le transport placentaire et les 
échanges mère-fœtus, recouvre la surface placentaire et fait en sorte que la circulation 
sanguine maternelle n'est jamais en contact direct avec la circulation sanguine fœtale 
[20]. 
1.2.2 Fonctions du placenta 
Le placenta est l'organe qui est responsable du maintien de la grossesse, et ce, jusqu'à 
l'accouchement, rôle qui est rendu possible grâce aux fonctions endocriniennes du 
placenta [21 ]. Ce rôle est primordial pour initier et maintenir la grossesse, certes, 
mais certaines hormones sont également nécessaires à la croissance et au 
développement du fœtus [22]. En début de grossesse, le placenta nouvellement 
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développé sécrète l'hormone chorionique gonadotropique humaine (hCG). Cette 
hormone a comme rôle de maintenir 1' endomètre gestationnel induisant la 
prolifération et la différenciation cellulaire [23]. Elle stimule aussi la sécrétion de 
1' œstrogène et la progestérone, des hormones stéroïdiennes qui ont comme effet de 
moduler le métabolisme et le système immunitaire de la mère afin de combler les 
besoins du fœtus et assurer une grossesse sans complications. Ces hormones 
permettent aussi d'empêcher le déclenchement du travail durant les neuf mois de la 
grossesse, en relaxant les cellules du myomètre [24]. 
Le placenta joue également le rôle de barrière entre la circulation sanguine maternelle 
et fœtale, empêchant ainsi la transmission, de la mère au fœtus, d'un pathogène 
potentiellement dangereux pour sa santé (bactéries, virus, mycètes et parasites) [25]. 
Cet effet de barrière est possible grâce au syncytiotrophoblaste [26]. En effet, 
plusieurs facteurs déciduaux solubles peuvent contrôler l'infection au virus de 
1' immunodéficience humaine (VIH) de la mère, tels que certaines interleukines, 
chemokines et interférons [27]. De plus, le placenta possède des protections contre les 
parasites, comme 1' expression à la surface membranaire d'antigènes spécifiques aux 
érythrocytes placentaires parasités, qui empêchera la propagation du parasite jusqu'au 
fœtus [28]. Les cellules placentaires possèdent aussi des récepteurs qui permettent de 
déclencher la réponse immunitaire innée en cas d'inflammation causée par une 
infection bactérienne contractée par la mère [29]. Également, les anticorps maternels 
qui traversent la barrière placentaire jouent un grand rôle dans la protection du fœtus 
contre une large gamme de bactéries infectieuses [30]. Finalement, certains peptides 
comme LL-37 aussi appelé hCAP-18 (protéine cathélicidine humaine 18) ou la 
défensine beta humaine 3 (HBD3) (tous deux dérivés de la protéine glycéraldéhyde 3-
phosphate déhydrogénase (GAPDH) fortement exprimée au niveau du placenta) 
possèdent une activité antifongique efficace qui protège le fœtus [31 ]. Cet effet de 
barrière petmet du même coup au placenta d'exercer son autre rôle, celui consistant à 
gérer les échanges entre la mère et le fœtus [32]. 
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1. 3 Les échanges matemo-fœtaux 
Les échanges mère-fœtus se font via la barrière placentaire, le syncytium. Il est 
reconnu que lors du transfert materno-fœtal, il y a un apport en nutriments (glucides, 
protéines et lipides) [33]. Il y aura également un apport au fœtus en eau, en oxygène 
et en vitamines, alors qu'il y a rejet de ses déchets métaboliques, retrouvés sous 
forme d'urée et de dioxyde de carbone (C02) [34]. Durant la grossesse, les besoins du 
fœtus vont varier, c'est pourquoi une constante régulation du transport des nutriments 
doit avoir lieu. 
Le glucose, représentant la source principale d'énergie pour le fœtus, est transféré par 
diffusion facilitée de la mère au fœtus via les transporteurs de glucose GLUT -1 et 
GLUT-3 [35]. Il fut démontré que GLUT 1 était présent à la face apicale et 
basolatérale du STB, et qu'il était le principal transporteur impliqué dans le transfert 
materno-fœtal du glucose [36]. Quant à GLUT3, il fut démontré comme étant 
principalement exprimé dans les cellules vasculaires endothéliales [37]. GLUT4 est 
aussi présent, mais seulement dans les fibroblastes de l'arnnion et du chorion, 
suggérant que ce transporteur n'est pas ou peu impliqué dans le transfert materno-
fœtal du glucose [38]. Il est à noter que les transporteurs sont quatre fois plus 
exprimés du côté maternel que fœtal du STB, cette asymétrie suggérant que la 
quantité de glucose transférée au fœtus est régulée de par son accumulation dans le 
placenta [39]. Il faut noter que le placenta est également apte à synthétiser son propre 
glucose par néoglucogénèse afin de subvenir à ses propres besoins en énergie [40], le 
glucose maternel n'étant alors pas la seule source disponible pour le foetus. 
Les acides aminés sont des produits résultant de la dégradation de protéines et 
s'avèrent très importants pour le fœtus. Ils sont nécessaires pour sa croissance, 
synthèse protéique et synthèse de produits biosynthétiques, comme les nucléotides et 
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l'hème. Les acides aminés de la mère sont intégrés dans le placenta par transport actif 
par des co-transporteurs d'aminoacides neutres couplés au sodium-I, 2 et 4 (SNATI, 
SNAT2 et SNAT 4), les transporteurs d'aminoacides cationiques (CATI, CAT2. 
CAT3, CAT4) et les co-transporteurs d'aminoacides neuronaux excitatoires (EAATI, 
EAA T2 et EAA T3) [ 4I]. Ils sont transportés de la face basolatérale (fœtale) du 
placenta au fœtus par transport facilité via une large gamme de transporteurs, dont les 
principaux sont le transporteur d'aminoacides de type T-I (TATI) et les transporteurs 
d'aminoacides de type L-3 et 4 (LAT3 et LAT4) [42]. 
Les lipides transférés de la mère au fœtus se retrouvent sous forme d'acides gras et de 
cholestérol. Les acides gras sont essentiels pour combler les besoins fœtaux en acides 
linoléique et a-linoléique et en acides gras polyinsaturés à longues chaînes, surtout 
durant le développement du cerveau [43]. Ils sont transportés dans le placenta via les 
transporteurs FAT/CD36, FATP4, H-FABP et L-FABP [44]. Le cholestérol est un 
lipide particulièrement important, car il est grandement utilisé comme source 
d • énergie en fin de grossesse, mais aussi pour le développement du fœtus, surtout de 
son cerveau, la synthèse des membranes cellulaires et la synthèse hormonale [45]. 
Son transport via la barrière placentaire doit donc être bien régulé. Il se fait via 
certains transporteurs ABC et des récepteurs spécifiques, soit les récepteurs de 
lipoprotéines de très faible et faible densité (VLDLr) et LDLr) et le scavenger-
receptor-BI (SR-BI) [46;47]. Également, il faut mentionner l'implication d'autres 
protéines, soit les porteurs de stérols de la famille Niemann-Pick (NPC) [48] (voir 
Figure 1 et Figure 2). 
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Figure 1: Figure tirée de Hanebutt et al. (2008) [49] . Modèle théorique du 
transfert des acides gras via le tissu placentaire. LP, lipoprotéine; LPL, 
lipoprotéine lipase; NEF A, acide gras non-estérifié; F ATP, protéine de transport des 
acides gras; FAT, translocase des acides gras; P-FABPpm, protéine de membrane 
plasmique placentaire liant les acides gras; L-F ABP, protéine liant les acides gras du 
foie ; H-FABP, protéine liant les acides gras du coeur; PPAR, récepteur activé par la 
prolifération des peroxisomes ; RXR, récepteur rétinoïde X. 
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Figure 2: Figure tirée de Leiva et al. (2013) [50) Transport du cholestérol 
maternel de la mère au fœtus. Dans la circulation maternelle (taux élevés de 
cholestérol plasmatique) le cholestérol (Ch) est principalement transporté dans les 
lipoprotéines de faible densité (LDL) (natives, nLDL et oxydées, oxLDL) et les 
lipoprotéines de haute densité (HDL) et lié aux trophoblastes via les récepteurs à LDL 
(LDL-r) et le récepteur scavenger de classe B type I (SR-BI). Le cholestérol voyage à 
la matrice extracellulaire (ECM) et est intégrée par les cellules endothéliales à l ' aide 
de mécanismes inconnus pour fmalement être intégré dans la circulation foetale par 
des transporteurs de cholestérol de type ATP binding cassette transporter sub-family 
A member 1 (ABCAl) et sub-family G member 1 (ABCGl), lesquels, ensemble, avec 
la protéine de transfert des phospholipides (PLPT) contribue à l' assemblage des 
lipoprotéines. Dans la circulation foetale (taux faibles de cholestérol plasmatique), le 
cholestérol est transporté par des accepteurs tels qu ' ApoAI et les HDL fœtaux 
(fHDL). 
1. 4 Le transport des lipides 
Les acides gras maternels, circulant sous forme d'acides gras libres (liés à l' albumine) 
ou encapsulés dans des lipoprotéines, peuvent être transférés de la mère au fœtus de 
deux façons, soit par diffusion simple ou via des protéines de transport [51]. Dans 
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l'organisme, le cholestérol est véhiculé par des lipoprotéines de très-faible, faible et 
haute densité (VLDL, LDL et HDL) [52;53]. Étant liées à des apolipoprotéines 
(Apos), la liaison de ces dernières avec SR-Bl, LDLr et VLDLr (VLDLr) et LDLr) 
déclenchera l'endocytose du cholestérol [54;55]. Dans la barrière placentaire, le 
cholestérol peut être utilisé par la cellule pour sa propre synthèse membranaire ou 
encore pour la synthèse d'hormones [47]. Par contre, il peut, lorsqu'en excès dans la 
cellule, être excrété vers la circulation maternelle ou bien fœtale via des pompes 
membranaires à efflux de cholestérol, comme les transporteurs ABC [56]. 
Un facteur à prendre en compte ici est le sexe du nouveau-né. En effet, Brass et al. 
(2013) ont démontré que chez l'humain, l'obésité maternelle affectait le transport des 
acides gras, mais seulement chez les nouveau-nés mâles. Plus précisément, l'apport 
d'acide oléique placentaire était plus faible chez les nouveau-nés mâles de mères 
obèses comparativement à ceux de mères de poids normal [57]. Il est possible alors 
que le sexe du nouveau-né soit un facteur qui influence également le transport du 
cholestérol dans le placenta humain à terme en présence d'obésité maternelle. 
1. 5 Les transporteurs A TP-binding cassette (ABC) 
1.5.1 Les familles et membres des transporteurs ABC 
Il existe de nombreux transporteurs ABC. Ceux-ci sont résumés dans le Tableau 1. Il 
y a plusieurs sous-familles et chaque famille possède plusieurs membres. La famille 
ABCA est impliquée majoritairement dans le transport des lipides, en particulier le 
cholestérol, tout comme la famille ABCG, alors que les ABCB sont impliqués dans le 
transport de plusieurs substances, à la fois endogènes et exogènes. ABCC est une 
famille transportant surtout les ions, ABCD les acides gras, ABCE (un seul membre) 
les agents antiviraux et anti-cancers. ABCF est moins connue, jouant possiblement un 
rôle dans le transport des ARN viraux. 
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1.5.3 Fonction des protéines ABC dans le placenta humain 
Les protéines ABCA 1 et ABCG 1 sont les principaux transporteurs de cholestérol 
dans le placenta humain [141]. De plus, ABCA1 nécessite une liaison avec l'apo-A1 
afin de pouvoir excréter le cholestérol hors de la cellule [ 158], action qui aura comme 
effet de générer un HDL [159] qui, une fois mature, pourra véhiculer le cholestérol 
vers le foie et les reins de la mère pour y être excrété hors de l'organisme [160]. 
ABCB4 est impliqué dans le transport du cholestérol au niveau du foie humain [ 161 ], 
suggérant qu'il pourrait avoir le même rôle dans le placenta. ABCB1 étant 
majoritairement impliqué dans l'efflux de xénobiotiques, son rôle secondaire dans 
l'efflux du cholestérol a été suggéré dans des cellules d'insecte Sf9, où le gène 
humain d'ABCB1 fut transfecté [81]. Il en va de même pour la protéine ABCG2 
humaine, dont le rôle primaire vise l'efflux d'un large spectre de xénobiotiques, mais 
à laquelle on suggère également une importance dans le transport des stérols [162]. 
1. 6 Régulation des transporteurs ABC 
La régulation des transporteurs ABC est multifactorielle. Certains de leurs régulateurs 
agissent au niveau transcriptionnel, alors que d'autres vont affecter leur expression 
post-traductionnelle. 
1.6.1 Les facteurs nucléaires PPAR 
La famille des facteurs nucléaires Peroxysome-Proliferator-Activated-Receptor 
(PPAR) est composée de trois membres, soit PP ARa, PPARP/8 et PPARy. 
PPARa, quoiqu'étant faiblement exprimé dans les tissus adipeux comparativement 
aux autres PP AR, est reconnu comme jouant un rôle fonctionnel dans le contrôle de la 
réponse inflammatoire hépatique chronique induite par l'obésité [163;164]. Dans le 
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placenta de rat, PPARa régule le métabolisme lipidique [165], en régulant son 
transport via la modulation de l'apo-A1, principal ligand des HDL. De plus, la 
diminution de son expression est associée à une modulation du transport lipidique 
chez la souris, amenant chez elles des complications majeures durant la grossesse 
[166]. ABCG2 est reconnue comme étant régulée par PPARa dans les cellules 
endothéliales des microvaisseaux du cerveau humain [167]. De plus, ABCA1 semble 
également être régulé par PP ARa chez la souris, suggérant donc que ce régulateur est 
grandement impliqué dans le transport du cholestérol [168]. 
PPARP, étant fortement exprimé dans les tissus adipeux de l'organisme est, de cette 
famille de facteurs nucléaires, le moins compris au niveau de sa fonction. Il joue un 
rôle dans les propriétés anti-inflamrnatoires des adipocytes et cellules endothéliales 
du tissu adipeux [169;170]. Des études suggèrent également un rôle plus modéré dans 
l'adipogenèse et un rôle indirect dans le contrôle de la masse adipeuse [171-173]. 
Dans le placenta, PP ARP est essentiel au succès de la grossesse, car nécessaire à 
l'implantation, la décidualisation et la placentation [174]. La régulation des protéines 
ABC par PPARP n'a toujours pas été démontrée. Cependant un article a démontré 
que les PPAR en général régulent ABCA12 dans les kératinocytes humains [175]. 
PPARy est reconnu comme régulant la différenciation des adipocytes [176]. En 
présence d'obésité induite par une diète riche en gras, il induit l'accumulation des 
lipides dans ses adipocytes, causant alors leur hypertrophie, laquelle amène chez le 
sujet une résistance à l'insuline [177]. Dans le placenta humain, PP AR y est 
faiblement exprimé lorsque le nouveau-né est né prématurément, suggérant que son 
expression est nécessaire pour une bonne régulation du métabolisme lipidique 
placentaire [178]. De plus, tel que démontré chez le rat, lorsque la mère souffre de 
diabète gestationnel, l'expression de PPARy diminue dans le placenta, amenant une 
baisse de la synthèse lipidique. PP AR y semble donc être impliqué dans la régulation 
métabolique des lipides placentaires [179]. Le transporteur de cholestérol ABCA1 et 
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ABCGI sont régulés par PPARy, démontrant leur implication majeure dans la 
régulation du transport lipidique de la prostate [180] et des adipocytes [181]. ABCG2 
serait aussi une protéine régulée par PP AR y dans le cellules dendritiques, montrant 
l'implication de PPARy dans la régulation des protéines ABC et le transport du 
cholestérol [182]. 
1.6.2 Les facteurs nucléaires LXR 
La famille des facteurs nucléaires liver X receptor (LXR) est composée de deux 
isoformes, soit LXRa et LXR~. 
LXRa est reconnu comme un régulateur des PPAR. En effet, il interagit avec ceux-ci 
et réprime leurs voies de signalisation dans les cellules des mammifères [183]. Il 
régule donc de façon indirecte, via les PP AR, des protéines-cible des PP AR. Il régule 
aussi de façon directe certaines protéines, car LXRa fut aussi démontré comme 
régulant ABCA 1, un principal transporteur du cholestérol [ 184]. LXRa joue donc un 
rôle majeur dans la régulation de l'efflux de cholestérol, comme démontré dans les 
cellules mésangiales glomérulaires [ 185]. LXRa a aussi été démontré comme 
régulant négativement l'expression d' ABCD2 dans le cadre d'une étude sur la 
neurodégénérescence [186]. De plus, ce régulateur serait lui-même régulé par la 
quantité d'acides gras présents dans l'organisme, lesquels diminuent grandement son 
activité, tel que démontré dans les cellules HEK293 (cellules rénales embryonnaires 
humaines) [187]. LXRa jouerait un rôle dans des pathologies reliées à la grossesse, 
telles que la prééclampsie, où LXRa augmente drastiquement dans les tissus adipeux 
de femmes en souffrant [188]. 
LXRP est également impliqué dans la régulation des stérols, tout comme l'isoforme 
LXRa, tel qu'il fut démontré dans les macrophages [189]. Au niveau du placenta, il 
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est reconnu comme régulant l'invasion des trophoblastes chez l'humain. En effet, 
celui-ci serait impliqué dans l'inhibition de leur invasion via les lipoprotéines de 
faible-densité oxydées (oxLDL) [190]. Il serait donc impliqué dans l'invasion 
cellulaire du placenta, en lien avec le transport lipidique. 
Il ne faut pas oublier de mentionner que le facteur nucléaire LXR (isoforme non 
précisé ou testé) régule ABCG 1 dans la lignée cellulaire MCF-7 provenant de cancers 
du sein, jouant ainsi un rôle dans la prolifération et 1' apoptose cellulaire [ 191]. Ce fut 
aussi démontré dans les macrophages humains [192]. 
1.6.3 Les protéines Calpaïne-1 et Calpaïne-2 
Reconnues comme étant exprimées au niveau du placenta humain, les calpaïnes 1 et 2 
sont les membres les plus exprimés de cette famille de protéines [193]. Elles régulent 
ABCA1, au niveau post-traductionnel, de façon négative, c'est-à-dire qu'elles clivent 
les transporteurs ABCA1, plus précisément ceux qui ne sont pas liés par une apo-A1, 
liaison nécessaire à la conservation de 1' intégrité d' ABCA 1 [71]. Calpaïne-1 et 
calpaïne-2 sont reconnues comme jouant les deux ce même rôle, à l'exception près 
qu'elles diffèrent de par la sensibilité de leur activation. En effet, les calpaïnes sont 
des protéines calcium-dépendantes, mais calpaïne-1 est sensible aux variations de 
l'ordre du micromolaire (J.lM), alors que calpaïne-2 réagit plutôt aux variations de 
concentrations de l'ordre du millimolaire (mM) [194]. Par contre, Prangsaengtong et 
al. (2012) ont démontré que dans les macrophages, ces deux calpaïnes pouvaient 
jouer un rôle non seulement différent, mais également opposé au niveau de leur effet 
sur une protéine-cible [ 195]. Les calpaïnes régulent plus précisément ABCG 1 dans 
les macrophages [ 196]. Il fut démontré que la régulation des transporteurs ABC de 
chaque côté du STB se fait de façon indépendante l'une de l'autre [90], alors la 
régulation par les calpaines d' ABCA1 (expression apicale ou basolatérale) et 
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d' ABCG 1 (expression basolatérale) pourrait se faire de façon indépendante l'une de 
l'autre. 
1.6.4 La protéine derlin-1 
Bien que cette protéine n'ait jamais été démontrée comme exprimée au niveau du 
placenta humain et que peu de renseignements soient connus quant aux voies de 
signalisation impliquant derlin-1, il reste que cette protéine est nécessaire à la survie 
de l'embryon, tel que démontré dans des souris KO pour la protéine derlin-1 
suggérant que celle-ci possède une large gamme d'applications métaboliques au 
niveau moléculaire [197]. Il faut également mentionner l'implication de derlin-1 dans 
la régulation des protéines ABC, qui fut démontrée comme régulant négativement 
l'expression du transporteur ABCG2 dans la lignée cellulaire HEK293 (cellule rénale 
embryonnaire humaine) [198]. Derlin-1 est une protéine reconnue comme initiant la 
voie de dégradation du réticulum endoplasmique [199]. Ce processus consiste en la 
dégradation de protéines mal repliées, mécanisme pouvant être initié par derlin-1, 
entre autres [200]. Concernant ABCG2, celle-ci est régulée par derlin-1 de deux 
façons. Tout d'abord, derlin-1 initie la dégradation de la protéine ABCG2 non-
glycosylée en 1 'ubiquitinant, ce qui initie la voie de dégradation des protéines 
associées au réticulum endoplasmique (ERAD) [198]. Deuxièmement, elle empêche 
la protéine ABCG2 mono-glycosylée de migrer jusqu'à l'appareil de Golgi et ainsi de 
se faire multi-glycosyler, ce qui normalement la rendrait effective et donc apte à 
migrer jusqu'à la membrane cellulaire et y effectuer son travail [198]. Dans ce cas, 
cette action aura comme effet d'initier, encore une fois, la voie de dégradation du 
réticulum endoplasmique (RE), qui est la voie de régulation nécessitant souvent 
derlin-1 [20 1]. 
1. 7 Les transporteurs ABC et les pathologies influençant la grossesse 
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Plusieurs pathologies pouvant être présentes chez la mère durant la grossesse et 
l'accouchement, sont susceptibles d'influencer le transport placentaire des nutriments 
en altérant l'expression de certains transporteurs [202-204]. Certaines pathologies 
induisent même des mutations chez certains de ses transporteurs de lipides [205;206], 
mutations étant ainsi susceptibles d'affecter le placenta et de moduler le transfert, 
entre autres, du cholestérol entre la mère et le fœtus. 
1. 7.1 La pré-éclampsie 
La pré-éclampsie est une pathologie spécifique à la grossesse qui se résume en une 
mauvaise vascularisation placentaire (vasoconstriction) [207]. Ainsi, des problèmes 
d'hypertension et de protéinurie surviennent à mi-chemin de la grossesse [208], 
graves complications qui causent une dysfonction généralisée des organes maternels 
(surtout le foie, les reins et le cerveau) pouvant mener à la mort des deux individus si 
non traitée [209]. La seule solution possible consiste à provoquer l'accouchement afin 
de sauver la mère. Les causes exactes de cette pathologie sont multifactorielles et des 
recherches plus approfondies sur le sujet sont encore nécessaires à la compréhension 
de la maladie et la recherche de traitements efficaces. Cependant, des recherches 
offrent des pistes quant à la régulation de certains transporteurs ABC, tels 
qu' ABCA 1, est surexprirné dans les placentas provenant de femmes pré-
éclamptiques, ainsi que son régulateur LXRa [210]. Par la surexpression d'ABCA1 
dans la pré-éclampsie, le placenta tente peut-être de compenser les effets néfastes de 
la mauvaise vascularisation placentaire et donc compenser ainsi la diminution des 
échanges entre la mère et le fœtus. ABCB 1 pourrait également être impliqué dans la 
pré-éclampsie. En effet, une étude a démontré qu'un certain polymorphisme du gène 
d'ABCB1 (MDRJ), avait tendance à prévaloir au sein de la population de femmes 
souffrant de pré-éclampsie [211]. Ce polymorphisme, qui résulte en une protéine 
ABCB 1 inefficace (soumettant ainsi le fœtus à une plus grande exposition à plusieurs 
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xénobiotiques), pourrait être une piste à envisager quant aux conséquences de la pré-
éclampsie sur le développement du nouveau-né. 
1.7.2 Le diabète gestationnel 
Le diabète gestationnel ou diabète de grossesse (GDM) est une pathologie qui se 
caractérise par de l'intolérance au glucose qui débute ou qui a été diagnostiqué pour 
la première fois durant la grossesse, état pathologique dont le développement est 
fortement du à l'obésité [212]. Le GDM est associé à une augmentation des risques 
de complications durant la grossesse et l'accouchement, lesquels peuvent affecter la 
santé de la mère et du fœtus/nouveau-né [213]. Dans notre laboratoire, cette 
pathologie fut démontrée comme modulant certains transporteurs ABC, c'est-à-dire 
ABCA 1 et ABCG 1, les principales protéines ABC transportant le cholestérol dans le 
placenta. En effet, ABCA1 diminue dans les placentas de femmes atteintes de GDM 
et souffrant de GDM et d'obésité. ABCG1 diminue seulement chez les femmes 
souffrant de GDM et d'obésité. La modulation de l'expression de ses deux 
transporteurs ABC semble être due à certains de leurs régulateurs connus, soit 
PP ARa qui augmente et PPARy qui diminue en présence de GDM et d'obésité [55]. 
Toutefois, il fut également démontré qu'une fois le GDM traité à l'insuline, les effets 
de cette pathologie au niveau de l'expression placentaire des transporteurs ABC 
semblaient s'estomper et revenir à la normale [214]. Aussi, dans 1' intestin, il fut 
démontré que chez un sujet diabétique, la protéine ABCB 1 était altérée, affectant 
ainsi la métabolisation et la réexcrétion de plusieurs drogues et polluants 
environnementaux [215]. L'expression d'ABCB1 pourrait donc être influencée dans 
les placentas de femmes souffrant du diabète. Étant donné que le GDM est un facteur 
étroitement lié à l'obésité, il est fort probable que l'expression de certaines protéines 
ABC transportant le cholestérol soient affectées dans le placenta humain en présence 
de cette pathologie. 
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1.7.3 L'hypercholestérolémie 
L 'hypercholestérolémie, qui se caractérise par un taux surélevé de cholestérol 
sanguin, est un important facteur de risque dans le développement de 1 'obésité et du 
GDM. Les recherches sur les effets de l'hypercholestérolémie sur les transporteurs 
ABC placentaires n'a toujours pas été faite. Par contre, il fut démontré que, chez les 
patients souffrant d'hypercholestérolémie familiale, une baisse significative 
d'ABCA1 et ABCG1 était observable au niveau du plasma sanguin [216], suggérant 
que cet état pathologique (l'hypercholestérolémie) pourrait être une source de 
complications lors de la grossesse et l'accouchement et même susceptible d'affecter 
le développement fœtal. De plus, il fut démontré que dans l'intestin, ABCG5/G8 
étaient nécessaires à la prévention de l'hypercholestérolémie, car impliqués dans 
l'excrétion du cholestérol absorbé en excès. 
1.7.4 L'obésité 
L'obésité est un état pathologique où les lipides s'accumulent dans les tissus adipeux 
de l'organisme. Il est déjà connu que l'obésité maternelle est à la base de plusieurs 
complications métaboliques et cardiovasculaires chez le fœtus en développement 
[217], telles que la résistance à l'insuline, l'hypertrophie myocardiale, les maladies 
congénitales affectant le cœur et les maladies cardiovasculaires [218-221]. Les 
recherches sur l'obésité maternelle n'ont toujours pas révélé les effets que pouvait 
avoir cette pathologie sur 1' expression placentaire des transporteurs ABC chez 
l'humain. Toutefois, chez la souris, le microARN miR-128-2 altère l'expression 
d'ABCAl et ABCG1, responsables de l'effiux du cholestérol en excès et induisant 
ainsi l'obésité chez le rongeur [222]. Il se pourrait donc qu'ABCA1 et ABCG1 se 
retrouvent également modulés dans le placenta humain en présence d'obésité 
maternelle et que cette modulation soit à la base, du moins en partie, de complications 
au niveau du développement foetal. 
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1. 8 Hypothèses de travail 
L'obésité maternelle affecte le transport placentaire du cholestérol, de la mère au 
fœtus, via les protéines ABC impliquées dans le transport du cholestérol dans le 
placenta humain, c'est-à-dire via la baisse d'expression de la protéine ABCA1 
présente à la face maternelle (apicale) du STB et via l'augmentation de l'expression 
de la protéine ABCG 1 présente à la face fœtale (basolatérale) du STB. 
Leur modulation est due à une variation de l'expression de leurs régulateurs post-
traductionnels calpaïne-1 et calpaïne-2, reconnus comme régulant ABCA1 dans le 
placenta humain et ABCG 1 chez les macrophages, tout cela en absence de 1' influence 
du sexe du nouveau-né. 
1. 9 Objectifs de recherche 
L'objectif principal de ce projet consiste d'abord à caractériser l'expression de 5 
protéines ABC dans le placenta humain à terme, en fonction de l'IMC maternel. Les 
protéines sélectionnées sont ABCA 1, B 1, B4, G 1 et G2, car elles sont toutes 
exprimées au niveau du placenta humain et toutes impliquées dans le transport du 
cholestérol, donc hautement susceptibles d'être modulées par l'obésité maternelle. 
Plus précisément, les objectifs sont de : 
1) extraire les lipides placentaires et quantifier le taux de cholestérol placentaire 
total, ainsi que de ses formes, soit le cholestérol libre et le cholestérol 
estérifié, à l'aide d'une trousse commerciale. 
2) quantifier l'expression de l' ARNm et des protéines des transporteurs ABC. 
3) quantifier 1' expression de 1' ARN rn et des protéines de régulant les 
transporteurs ABC, soit calpaïne-1, calpaïne-2 et derlin-1. 
CHAPITRE Il : L'article scientifique 
Dans ce chapitre, 1' article est présenté tel que soumis à la revue scientifique 
BIOLOGY OF REPRODUCTION. 
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2.1 Résumé 
L'obésité, caractérisée par un indice de masse corporelle (IMC) supérieure à 30 
kg/m2, est un problème de santé majeur qui affecte plus de 30% des femmes en âge 
de procréer. L'obésité maternelle peut causer des problèmes de santé pouvant affecter 
sa santé jusqu'au stade adulte. Une altération du transfert placentaire des nutriments, 
spécialement du cholestérol, de la mère au fœtus durant la grossesse pourrait être en 
partie responsable de la programmation fœtale de ces problèmes de santé. Des 
femmes de poids normal (18.5 kg/m2 < IMC < 24.9 kg/m2) et obèses (IMC > 30 
kg/m2) ont été recrutées avant leur 1 oème semaine de grossesse. Les placentas furent 
recueillis à l'accouchement et congelés à -80°C. Les tissus ont été utilisés pour 
quantifier les taux de cholestérol total, libre et estérifiés, ainsi que pour 1' évaluation 
de l'expression des transporteurs ABC, des calpaïnes 1 et 2 (CAPN1 et CAPN2 
respectivement) et derlin-1 (DERL1) par RT-PCR et immunobuvardage de type 
Western. Le poids du placenta et l'index pondéral (poids du bébé/taille du bébé) du 
nouveau-né augmentent lorsque la mère est affectée par l'obésité durant sa grossesse, 
comparativement aux nouveau-nés de femmes de poids normal, alors que 1' index 
placentaire (poids du bébé/ poids du placenta) diminue. Aucune différence n'est 
observée entre les deux groupes pour les niveaux de cholestérol placentaire total, 
alors que le ratio de cholestérol libre/estérifié est modifié au profit de la forme 
estérifiée par une obésité maternelle. L'expression placentaire des protéines ABCA1, 
ABCG2 et CAPN2 diminuent chez les obèses comparativement aux poids normaux, 
alors qu'ABCB4, CAPN1 et DERL1 augmentent. Aucune différence est observée 
pour l'expression de tous les ARNm et pour les protéines ABCB1 et ABCGl. En 
conclusion, nos résultats suggèrent que l'expression des protéines impliquées dans le 
transfert du cholestérol placentaire entre la mère et le fœtus est affectée par l'obésité 
maternelle. 
37 
2.2 Contributions de l'étudiant à l'article 
Ce gu 'il a fait 
» Extraction des lipides totaux à partir de tissus placentaires (mise au point du 
protocole) 
» Dosage du cholestérol total, libre et estérifié 
» Extraction de 1' ARN total de tissu placentaire 
» RT-PCR en temps réel (et mise au point) 
» Extraction des protéines de tissu placentaire 
» Immunobuvardage de type Western (et mise au point) 
» Analyse des résultats 
» Rédaction de 1' article scientifique en collaboration avec les co-auteurs 
Ce gu 'il n'a pas fait 
#- Recrutement des mères avant leur 1 oème semaine de grossesse pour former la 
cohorte de placentas 
#- Compilation des données des questionnaires socio-médicaux 
#- Prises. de sang chez la mère et dans la veine du cordon ombilical 
#- Dosage des lipides dans le plasma sanguin 
#- Collecte et disposition des placentas 
#- Compilation des données des dosages lipidiques plasmatiques 
38 
2. 3 Front page 
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2.4 Abstract 
Obesity, characterized as a body mass index (BMI) greater than 30 kg/m2, is an 
important health problem affecting more than 30% of women of childbearing age. 
Maternai obesity can cause complications during pregnancy, at delivery and later in 
life for the offspring. Altered placenta} nutrient transfer, especially of cholesterol, 
from the mother to the fetus during pregnancy could be partly responsible for the fetal 
prograrnming of these health problems in the offspring, like altered neural tube 
development or cardiac diseases. Normal weight (18.5 <BMI< 24.9 kg/m2) and obese 
(BM1>30 kg/m2) women were recruited before their lOth week of pregnancy. Full-
term placentas were collected, processed and frozen at -80°C. Tissues were used to 
quantify total, free and esterified cholesterol levels and evaluate the expression of 
ABC transporters, calpains 1 and 2 (CAPNI and CAPN2 respectively) and derlin-1 
(DERLI) by real-time RT-PCR and Western blot. The placenta} weight and the 
neonatal ponderal index (newbom's weight/newbom's height) were higher in obese 
compared to normal weight pregnancies whereas the placental index (newbom's 
weight/placental weight) was lower. No difference was observed between both 
groups in placental total cholesterol levels, whereas the ratio of free/esterified 
cholesterol was modified (esterified cholesterol is higher and free cholesterol lower) 
by obesity. Interestingly, the placenta} protein expression of ABCAI, ABCG2 and 
CAPN2 was lower in obese compared to normal weight pregnancies whereas the 
protein expression of ABCB4, CAPNI and DERLI was higher. No difference was 
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observed for the expression of ali mRNAs and for the prote in expression of ABCB 1 
and ABCG 1. Overall our results suggest that the expression of pro teins responsible of 
placenta} cholesterol transfer between the maternai and fetal circulations is affected 
by maternai obesity. 
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2. 5 Introduction 
Obesity is recognized as a continually growing health problem in North-America [1]. 
Characterized as a lipid accumulation in adipose tissu~s, it can cause many 
complications for pregnant women. For example, obesity has been directly associated 
with an increased risk of post-partum haemorrhages, gestational diabetes mellitus, 
infectious morbidity and stillbirth [2-5]. Maternai obesity constitutes also a risk factor 
for fetal malformations affecting the neural tube, cardiac anomalies and macrosomia 
which will ali affect the newbom's health during his entire life [6,7]. Furthermore, 
maternai obesity can cause complications during delivery such as operative vaginal or 
caesarean delivery [6,8,9]. Thus it is critical to understand how obesity impacts 
pregnancy to lirnit the consequences on the health of the mother and fetus. 
The placenta is a major organ involved in fetal development and, therefore, it is more 
susceptible to be affected by obesity [1 0]. As the only semi-permeable barrier 
between maternai and fetal blood circulation, it protects the fetus from infections 
contracted by the mother (microbes, viruses, parasites and fungi) [11]. This organ is 
also responsible for eliminating fetal wastes (urea and C02) [12,13] and possesses an 
endocrine role by secreting essential hormones for fetal development and for maternai 
adaptation [ 14]. lt is also essential for the transfer of nutrients (glucids, lipids, 
proteins and vitamins), water and oxygen, through the placenta} barrier, from the 
maternai to the fetal blood circulation [15]. 
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Cholesterol is a nutrient which is particularly important for fetal development, 
especially for the development of the brain [ 16]. In the cell, it is used as a steroid 
hormone precursor and is an essential component of cell membranes [17]. Even if the 
fetus is capable of de novo synthesis, fetal cholesterol mainly originates from the 
maternai circulation [ 18]. Since a lack or an excess of maternai cholesterol could 
impair fetal development, the cholesterol transfer from the mat~rnal to the fetal 
circulation needs to be well-regulated and the cholesterol influx and efflux in the 
placenta must be in balance [19]. The cholesterol is first driven in the maternai blood 
by low, very low and high density lipoproteins (LDL, VLDL and HDL), which are 
composed of apolipoproteins. Apolipoproteins (Apo) are able to recognize specifie 
cell receptors, such as the scavenger-receptor-Bl (SR-BI), the low density 
lipoprotein receptor (LDLr) and the very low density lipoprotein receptor (VLDLr) 
[20]. Once these lipoproteins are fixed to their receptors, the cholesterol is endocyted 
by the cell and can be used for placenta} functions. If cholesterol is present in excess 
in the cell, it will be expulsed by effiux pumps in the blood circulation where it will 
be bound to APO-Al to generate HDLs and drive the cholesterol in excess to the 
maternai li ver or to the maternai kidneys for excretion [21]. Our laboratory has 
demonstrated that the expression of placenta! proteins involved in lipid homeostasis is 
affected by maternai metabolical problems, such as hypercholesterolemia and 
gestational diabetes mellitus [22], suggesting that maternal-fetal cholesterol transport 
could be affected. 
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In the placenta, different efflux pumps localized on the apical or basolateral 
membrane of the syncytiotrophoblast allow excess cholesterol to be expulsed toward 
the maternai or fetal blood circulation [23]. One of the most important families of 
effiux pumps is the family of A TP-binding cassette (ABC) transporters. Their role 
consists in extracting toxic products, xenobiotics, drugs, or endogenous products, 
such as excess cholesterol, out of cells [24]. Several ABC transporters are expressed 
in the human full-term placenta including ABCA1, ABCB1, ABCB4, ABCG1 and 
ABCG2. ABCB1 and ABCG2 are present on the apical side (maternai face) of the 
syncytiotrophoblast [25, 26]. ABCB4 and ABCG 1 are located on the basolateral side 
(fetal face) of the syncytiotrophoblast [27]. The localization of ABCA1 in the 
syncytiotrophoblast is still unclear. Aye et al. demonstrated that ABCA1 was 
expressed primarily on the apical membrane of the syncytiotrophoblast [28] whereas 
Bhattacharjee et al. showed that it was expressed almost in cytotrophoblasts with a 
low detection in both sides ofthe syncytiotrophoblast [29]. In addition, ABCA1 and 
ABCG 1 have been shown to be expressed on the apical membrane of endothelial 
cells present on the fetal si de of the syncytium, excreting cholesterol toward the fetal 
blood circulation [30]. In human trophoblasts, ABCA1 and ABCG1 have been shown 
to be involved in cholesterol effiux [28]. ABCB 1 is also known to be implicated in 
the cholesterol cell effiux in intestines of ABCB 1-deficient mice [31] and in Sf9 
insect cells transfected with human ABCB1 (also known as MDR1) gene [32]. 
Moreover, ABCB4 was demonstrated to be mainly implicated in cholesterol secretion 
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in human liver cells [33]. ABCG2 was suggested to play a secondary role in sterol 
transport in human gastric EPG85-257 carcinoma cell line overexpressing ABCG2 
[34] in addition toits role in many xenobiotics efflux [35]. lt was demonstrated that it 
can transport other lipids, such as sphingolipids [36]. 
The expression and function of ABC transporters are regulated by numerous 
transcriptional and post-transcriptional mechanisms. In human cytotrophoblasts, 
ABCA 1 and ABCG 1 transcription is mainly regulated by nuclear factors LXR (Li ver 
X Receptor) [28]. In human embryonic kidney (HEK) cells, DERL1 negatively 
regulates the expression of ABCG2 protein (the glycosylated and non-glycosylated 
forms) by stopping its maturation and promoting its degradation via the Endoplasmic 
Reticulum Associated Degradation (ERAD) pathway [37]. Calpains are also known 
to be post-translational negative regulators of ABCA1 [38] and ABCG 1 [39] in 
human macrophages. In humans, the calpains that are predorninantly and ubiquitously 
expressed are CAPN1 and CAPN2 [40]. Both calpains are activated by calcium but 
the ir sensibility to this element varies. Indeed, CAPN 1 needs concentrations in the 
order of J.Ull, while CAPN2 needs concentrations in the order of mM [ 40]. Therefore, 
an increasing levet of Ca2+ in blood could affect the activity or expression of cal pains. 
Interestingly, obesity constitutes a risk factor for osteoporosis: an increase in BMI 
and a lack ofphysical activity decreases bone mineral density [41]. In the hurnan full-
term placenta, it has been demonstrated that both CAPN1 and 2 are expressed [42]. 
The direct role of cal pains as regulators of ABCA 1 was also demonstrated in the 
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human full-term placenta. In fact, cal pains are known to degrade ABCA 1 pro teins 
that are not bound to APO-Al [38]. lndeed, the binding of ABCAl proteins to apo-
Al is required to maintain ABCAl protein integrity and generate HDLs for 
cholesterol transport [24]. Interestingly, a study has demonstrated that obesity and 
sedentary lifestyle induce an increase in the expression of both calpains in rats [ 43]. 
Thus, we propose that maternai obesity could impact the transfer of cholesterol from 
the maternai to the fetal blood circulation by modulating the expression of ABC 
proteins, through the action of DERLl, CAPNl and CAPN2 in the human full-term 
placenta. 
2. 6 Materials and Methods 
Subjects 
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Mothers were recruited between 2002 and 2006 at their first prenatal visit before their 
1 Oth week of pregnancy at the Clinique Fidès (Montréal, QC, Canada) and at the 
Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM)-Hôpital Saint-Luc 
(Montréal, QC, Canada). Each · mother signed an informed consent form and 
completed an interview-administrated questionnaire on their socio-demographic 
characteristics including their age, medical history, smoking and drinking habits, 
weight and height. Only Caucasian healthy mothers (except for obesity) who 
delivered their newborn vaginally were included in this study. Mothers with other 
pathologies, such as gestational diabetes mellitus, or newborns suffering of 
malformations, macrosomia and cardiac problems, or other delivery modes 
(caesarean, medicated) were excluded. Finally, data on the babies' weight, height and 
head circumference was taken at delivery. The study was approved by the Université 
du Québec à Montréal (UQÀM) and the CHUM ethic committees for research on 
human subjects. Women were classified into two groups based on their pre-
pregnancy BMI: women with a BMI between 18.5 and 24.9 kg/m2 were considered as 
normal weight women (n=22) and women with a BMI > 30 kg/m2 were considered 
obese (n=11) according to the World Health Organization criteria [44]. 
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Tissue samples 
Placentas were immediately immersed in DMEM (Dulbecco modified Eagle 
Medium; Sigma, Oakville, ON, Canada) supplemented with antibiotics (0.12 mg/ml 
penicillin, 5 Jlg/ml amphotericin, 50 Jlg/ml gentamycin) (Invitrogen, Burlington, ON, 
Canada) and NaHC03 (90 mg/ml) and processed within 1 h of delivery as previously 
described [45]. The amnion, chorion and decidua layers were removed. Then, the 
villous tissue was sampled in equal small pieces, frozen in liquid nitrogen and kept at 
-80°C for further experiments. 
Cholesterol Quantification 
Placenta! tissue (100-140 mg) was homogenized with 2 ml of chloroform-methanol 
(2: 1) using the Polytron PT 3000 (Brinkman, Canada). 400 Jll of 1 mM CaCh was 
added and the homogenate was centrifuged for 1 0 minutes at 21 000 g. The bottom 
layer was recovered and evaporated with gaseous nitrogen. The resulting dried 
fraction was dissolved in 200 Jll of isopropanol containing 10% Triton X-100. Total 
and free cholesterol (respectively TC and FC) were quantified using the 
Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation kit according to the manufacturer's 
instructions (BioVision Incorporated, Milpitas, CA, USA). The quantity of 
cholesteryl esters (CE) was determined with the following formula: CE = TC - FC. 
Results were normalized with the quantity of tissue used. This protocol was adapted 
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from Folch et al, 1957; Hara and Radin, 1978 and Marseille-Tremblay et al, 2008 
[22,46,4 7]. 
Real-time RT -PCR 
Total RNA was extracted from placenta} tissue using the High Pure RNA Tissue Kit 
(Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) according to the manufacturer's 
instructions. 500 ng of total RNA was reverse transcribed with the MML V· Reverse 
Transcriptase (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) and Oligo-dT primers (Roche 
Diagnostics, Laval, QC, Canada). eDNA was then submitted to real-time PCR 
reactions using the Light Cycler 480 Instrument (Roche Diagnostics), 0.5 f.!M of 
specifie primers and the 480 SYBR Green 1 Master (Roche Diagnostics). Primers 
were either previously published or designed using PrimerBlast (Table 2.1 ). The 
standard curve technique was used to evaluate the expression of genes. Melting 
curves were included in each run as weil as negative controls. Each sample was done 
in duplicate. Genes of interest were normalized on the geometrie mean of three 
reference genes (HPRT1, PPIA and TOP-1), as described by Lanoix et al. [48]. 
Melting curves were included in each run as weil as negative controls (no template). 
Each sample was done in duplicate. 
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Western blot 
Placental tissue (700 mg) was homogenized with the Polytron PT 3000 (Brinkman, 
Canada) in a hypertonie buffer (125 mM Tris-HCl, 2 mM CaCl2, 1.4% (v/v) Triton 
X-100, pH 8.0) supplemented with the Complete-Mini EDTA-free anti-protease mix 
(Roche Diagnostics). Homogenates were then centrifuged at 1 0 000 g during 25 
minutes at 4°C. The supematants were recovered and frozen at -80°C until further 
use. Protein concentrations were determined with the BCA protein assay kit (Pierce 
Biotechnology Rockford, CA, USA). 50 ug of proteins were diluted in sample buffer 
(0.3 M Tris pH 6.8-12% SDS- 50% glycerol- 0.4% bromophenol blue) and heated 
at 95°C during 5 minutes. Proteins were then separated on a SOS-PAGE gel (6 to 
15%) and electroblotted to a PVDF membrane (Millipore, Cambridge, ON, Canada). 
PVDF membranes were blocked for 90 minutes at room temperature with 5% 
skimmed-milk diluted in Tris-Buffered-Saline-Tween (TBS-T; 20mM Tris Base, pH 
7.6, 137mM NaCl, 0.10% Tween-20). Membranes were incubated ovemight at 4°C 
with primary antibodies diluted in the blocking buffer. The primary antibodies used 
were a mouse monoclonal anti-ABCA1 (1 :1000, Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA), a rab bit polyclonal anti-ABCB 1 ( 1:1000, LifeSpan BioSciences, W A, USA), a 
rabbit polyclonal anti-ABCB4 (1 :500, LifeSpan BioSciences), a goat polyclonal anti-
ABCG1 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), a rabbit polyclonal anti-ABCG2 
( 1: 1000, LifeSpan Bio Sciences), a rab bit polyclonal anti-CAPN 1 ( 1: 1000, Bio Vision, 
CA, USA), a rabbit polyclonal anti-CAPN2 (1:1000, BioViosion) and a rabbit 
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polyclonal anti-DERL1 (1:1000 OriGene). Membranes were washed 3 times in TBS-
T 0.1% for 5 minutes, except for CAPN1, which was washed with TBS-T 0.2%. 
Blots were incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary 
antibodies (1 :5000-1:10000, Cell Signaling, ON, Canada) for 90 minutes at room 
temperature. Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore, MA, USA) was used 
and bands were visualized with autoradiographie films (Hyperfilm ECL, GE 
Healthcare, Baie d'Urfée, QC, Canada). Amidoblack staining (10% methanol, 0.1% 
Naphtol-blue, 2% acetic acid) was used for normalization [49]. Quantification was 
performed with the Quantity One software (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, 
Canada). 
Statistical analyses 
Results were expressed as mean ± standard error mean (SEM). Statistical analyses 
were performed with the PRISM 5.01 software (GraphPad Software, La JoUa, CA, 
USA) and consisted of the unpaired Student's t test or the two-way ANOVA analysis 
followed by the Bonferroni post-test. Significance was set at P < 0.05. 
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2.7 Resu/ts 
Effect of maternai obesity on maternai, neonatal and placental characteristics 
The group of recruited mothers, which were divided by their BMI (P < 0.00001) 
showed significant differences in several parameters (Table 2.2). The ponderal index 
were higher in the obese group compared to controls (P < 0.0001), but no significant 
changes were observed for weight gain, maternai or gestational age. Placenta! weight 
and placenta! ratio showed significant differences between the two groups 
(respectively P = 0.0012 and P = 0.0360). Newborn data showed no significant 
differences for the height, weight or head circumference whereas the ponderal index 
(P = 0.0337) were higher in obese mother's newborns compared to controls. No 
differences were observed according to the newborn's sex, except for the placenta! 
weight, which were higher only in male newborns in presence of maternai obesity (P 
< 0.05, data not shown). 
Effect of maternai obesity on levels of cholesterol in human full-term placentas 
TC, FC and CE levels were quantified in full-term placenta! tissues from normal 
weight (n = 22) and obese (n = 11) women. No significant differences were observed 
for TC levels (Fig.2.1A) between the two groups, whereas FC levels (Fig.2.1B, P = 
0.0490) were lower and EC levels (Fig 2.1 C, P = 0.0322) were higher in obese 
compared to control pregnancies. No differences were observed according to the 
newborn's sex (data not shown). 
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Effect of maternai obesity on the expression of ABC transporters mRNA and 
protein in human full-term placentas 
The expression of ABC transporters was evaluated in full-term placentas from normal 
weight (n = 22) and obese (n = 11) women. Real-time RT-PCR analyses showed no 
significant differences for ali tested ABC genes (Fig.2.2A-E) between the normal 
weight and obese groups. The Western blot analyses revealed that ABCAl (P = 
0.0018) and ABCG2 (P = 0.0410) (Fig.2.2F-G) expression levels were lower in obese 
women's full-term placentas compared with the control group, while ABCB4 protein 
level were higher (P = 0.0377). No differences were noted for the other ABC 
transporters (Fig.2.2H-J). Additional analyses revealed that, in presence of obesity, 
placenta} ABCA 1 prote in expression level varied according to the new born' s sex, 
with a significant decrease in females (P < 0.05) (Fig.2.3). No differences in the 
mRNA and protein expression were observed for the other ABC transporters 
according to the newborn's sex (data not shown). 
Effect of maternai obesity on the expression of post-translational regulators 
mRNA and protein in human fuU-term placentas 
The expression of CAPN 1, CAPN2 and DERL 1 was evaluated in full-term placental 
tissues from normal weight (n = 22) and obese (n = 11) women. Real-time RT-PCR 
analyses showed no significant differences for CAPN1, CAPN2 and DERL1 in full-
term placentas of normal weight and obese women (Fig.2.4A-C). In contrast, Western 
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blot analyses (Fig.2.4D-F), showed that the protein expres~ion of CAPNI and 
DERL1 was higher significantly in the obese group compared to normal weight 
(respectively P = 0.0096 and P = 0.0199), while the expression of CAPN2 was lower 
in the obese group compared to controls (P = 0.0246). Additional analyses revealed 
that placenta} CAPN 1 prote in expression varied according to the newbom' s sex, with 
a significant decrease in placentas with female newboms (P < 0.01) (Fig.2.5). 
CAPN2 and DERL 1 mRNA and protein expression did not differ according to the 
newbom's sex (data not shown). 
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2. 8 Discussion 
With the worldwide pandemie of obesity, it is important to clearly understand the 
impact of maternai obesity on fetal growth and development, especially on the major 
transporters involved in the placental transfer of nutrients from the maternai to the 
fetal circulation. Placenta! efficiency is affected by maternai obesity during 
pregnancy suggesting alterations in the trans fer of nutrients between the maternai and 
fetal circulations [19]. This could explain the increase in the neonatal ponderal index. 
In addition, our laboratory [ 45] has demonstrated a plasmatic cholesterol modulation 
in the maternai and neonatal circulations by maternai obesity (a decrease in mothers 
at the 3rd trimester and an increase in newborns). We also observed a higher level of 
LDL in the neonatal blood that could be due to a greater transfer of placental CE to 
the fetus. Indeed, in obese pregnancies, the placenta! FC/CE cholesterol ratio is 
modified, with a higher level of CE and a lower level of FC. lt is known that CE are 
present mainly in transport vesicles like LDLs and that CE can be transferred from 
HDL to LDL in blood circulation [50]. Placental cholesterol excreted by ABCAI and 
ABCG 1 from endothelial cells to the fetal circulation possibly generates HDLs, and, 
because of maternai obesity, the excreted placental cholesterol (now enriched in CE) 
is transferred to LDLs. Thus placental cholesterol could be directly transferred to the 
fetus (instead of being accumulated in the placenta) via the modulation of ABC 
proteins. The maternai cholesterol is not the only source for fetal needs that should be 
taken in consideration [51 ,52]. In this case, it is possible that the human placenta, to 
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compensate for the excess of lipids, diminishes its own cholesterol synthesis, as it 
was demonstrated for hypercholesterolemia during pregnancies [22]. 
The regulation of ABC proteins expression is critical for fetuses' protection [53]. Our 
study clearly demonstrates that maternai obesity affects the expression of key players 
of transplacental transport of cholesterol. Thus maternai obesity has a major impact 
on fetal exposition to exogen and endogen products. On the maternai side of the 
syncytium, ABCG2 is highly expressed [53], being the main transporter, with 
ABCB 1, implicated in the fetal protection against environmental pollutants and drugs 
[54]. In addition, ABCG2 hasan emerging role in cholesterol transport [34]. Thus its 
modified placenta! expression in obese pregnancies could expose the fetus to 
environmental pollutants and an excess of cholesterol. lt could also allow teratogen 
molecules, such as glyburide, to cross the placenta} barrier and travel to the fetus. 
lndeed, glyburide, which is used for the treatment of women with gestational diabetes 
mellitus, is normally effiuxed from the placenta toward the maternai circulation by 
ABCG2 [23]. lt was also demonstrated that ABCG2 protects the cell from tumor-
necrosis factor (TNF)-induced apoptosis [55]. Thus maternai obesity could lead to an 
increase of apoptosis in the placenta, leading to pregnancy or fetal development 
complications. Interestingly, ABCG2 and ABCBI role in xenobiotics' effiux is 
mostly important during the frrst trimester of pregnancy [54]. Thus, the role of 
ABCG2 and ABCBl likely varies during pregnancy, switching from protection 
against chemicals to metabolism, to respond to the growing fetal needs in energy 
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rather than in the protection against xenobiotics [56]. On the other band, the 
expression of ABCB 1 is not affected by maternai obesity in the human full-term 
placenta, suggesting that maternai obesity does not increase fetal exposure to ABCB 1 
substrates [55]. However, ABCB 1 expression could be modulated by obesity in first 
or second trimester. Even if its expression is not altered at term, ABCB 1 
polymorphisms, such as the 26770 ~ Aff polymorphism of ABCB 1 associated with 
the prevalence of obesity [57], could however influence fetal exposure to drugs and 
xenobiotics [58]. 
In vitro studies in trophoblasts confirmed that ABCA 1 and ABCG 1 efflux cholesterol 
in the human full-term placenta [28]. However, it is unclear if ABCA 1 efflux 
cholesterol toward the maternai or fetal circulation. Indeed, studies from two research 
groups reported divergent localizations. Aye et al. observed ABCA1 on the apical 
side of the syncytiotrophoblast [28], whereas Bhattacharjee et al. showed that this 
transporter was expressed mainly in cytotrophoblasts [29], thus suggesting that 
maternai obesity could contribute to an accumulation of cholesterol in 
syncytiotrophoblasts or cytotrophoblasts via the modulation of ABCA 1 expression. 
Surprisingly, the expression of ABCG1, a major transporter of placenta! cholesterol 
[30], is not altered in obese pregnancies suggesting that ABCG 1 is not involved in the 
modulation of placenta} cholesterol homeostasis by maternai obesity. An increase in 
ABCB4 expression level was however observed in obese pregnancies. The function 
of ABCB4 in the placenta is unknown. lts overexpression in fibroblasts promotes the 
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translocation of phosphatidylcholine through the fetal blood circulation [59], a major 
component of syncytiotrophoblast microvesicles [60]. lt has been shown that 
injection to pregnant mice of artificial phosphatidylcholine-containing vesicles induce 
preeclampsia-like changes in the placenta and reduce birth weight, suggesting a 
possible role of these pro-inflammatory microvesicles in pregnancy complications 
[61]. Thus an increase in ABCB4 could possibly affect the lipid composition ofthese 
microvesicles and induce inflammatory responses in the placenta and in the fetus as it 
has been described in the intestine of fetuses of obese mothers [62]. 
The changes in the expression of ABC transporters could be due to a multifactorial 
regulation involving cytokines, steroids, growth factors, RACK1 (Receptor for 
Activated C-Kinase 1), KGF2 (Keratinocyte Growth Factor 2), calpains and DERL1 
[27, 37, 38, 63, 64] (Fig.2.6). Both calpains, expressed in the human placenta [42], 
are known to play similar roles in the organism [ 40], such as the regulation of the 
ABC transporters ABCA1 and ABCG1 [38,39]. In the human full-term placenta, • 
maternai obesity affects differently CAPN1 and CAPN2 expression, suggesting 
different roles for these proteins in obese pregnancies as in macrophages [65]. lt is 
also possible that a compensation mechanism exists between CAPN1 and CAPN2 to 
decrease the effect of maternai obesity on the placental expression of ABCA 1 or 
ABCG 1, which could parti y exp lain the unchanged expression of ABCG 1. seems to 
be in placentas with female newborns only. Another study also demonstrated that the 
gene expression of the fatty ac id transporter CD36 and the fatty ac id binding protein 
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FABP5 was differently modulated by maternai obesity according to the newborn's 
sex [66]. This difference in the expression of cholesterol transporters according to the 
newborn's sex could be due to the fact that male fetuses grow faster from the 
implantation and during all the first trimester [67]. This could mean that male 
newborns have a greater dependence on maternai diet, making them more susceptible 
to suffer from the impact of metabolic disorders on maternai diet [68]. DERL 1 is 
another potential protein that may regulate ABC transporters in the human full-term 
placenta. In HEK cells, overexpression of DERL 1 inhibits the expression of 
glycosylated and unglycosylated forms of ABCG2 and indirectly the glycosylation of 
ABCG2 which is necessary for its transport to the plasma membrane [37]. Thus 
overexpression of DERL 1 in the human full-term placenta of obese pregnancies could 
be responsible for the decrease of the expression of ABCG2 and could also affect the 
localization of ABC transporters to the apical or basolateral membrane of the 
syncytiotrophoblast. 
Overall our study support that maternai obesity could affect the transplacental 
transport of cholesterol between the maternai and fetal circulation by modulating the 
expression of various ABC transporters and possibly their localization to the plasma 
membrane of trophoblasts. Our studies demonstrated the effect of obesity on the 
placenta} efficiency. Maternai obesity could promote the matemal-fetal cholesterol 
transfer via the decrease of ABCG2 and ABCA1 proteins and the increase of ABCB4 
in the human full-term placenta. These changes are possibly regulated by CAPNl and 
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DERLl, which are both increased in obese women's placentas, and CAPN2, which is 
decreased. Future studies would be important to assess the impact of these changes on 
placenta! cholesterol transport through pregnancy as weil as on the health of the 
newbom during its childhood and adulthood. 
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2. 10 Figure Legends 
Figure 2.11: Cholesterol quantification in normal weight (n = 22) and obese 
women placentas (n = 11). Lipids were extracted from total placenta} tissues, in 
which total cholesterollevels (A) and free cholesterollevels (8) were quantified. The 
equation: (total cholesterol = free cholesterol + cholesteryl ester) was used to 
determinate placenta} Cholesteryl ester levels ( C). Results were analyzed with the 
Student's t test(* P < 0.05). 
Figure 2.2: ABC genes and proteins expression quantification in normal weight 
(n = 22) and obese women placentas (n = 11). By real-time RT-PCR and Western 
blot, mRNA (A-E) and protein (F -J) levels extracted from total placenta! tissues were 
quantified for ABCAl, ABCG2, ABCB4, ABCBl and ABCGl respectively. Results 
were analyzed with the Student's t test(* P < 0.05, ** P < 0.01). 
Figure 2.3: Influence of newborn's sex on ABCAl protein expression in normal 
weight (n = 22) and obese women placentas (n = 11). The protein expression of 
ABCAI was tested according to the mother's BMI and the newbom sex with a two-
way ANOV A and the Bonferroni post-test (* P < 0.05). 
Figure 2.4: CAPNl, CAPN2 and DERLl genes and proteins expression 
quantification in normal weight (n = 22) and obese women placentas (n =11). By 
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real-time RT-PCR and Western blot, mRNA (A-C) and protein (D-F) levels were 
extracted from total placental tissues and quantified for CAPN1, CAPN2 and DERL1 
respectively. Results were analyzed with the Student's t test (* P < 0.05, ** P < 
0.01). 
Figure 2.5: Influence of newborn's sex on CAPNl protein expression in normal 
weight and obese women placentas. The protein expression of CAPN1 was tested 
according to the mother's BMI and the newborn sex with a two-way ANOVA and the 
Bonferroni post-test(** P < 0.01). 
Figure 2.6: Model of maternal-fetal cholesterol transfer pathway in presence of 
maternai obesity. The full arrows show the maternal-fetal cholesterol transfer, 
through the syncytium and the endothelial cells of the human term placenta. Dotted 
arrows show a negative regulation by degradation. Lined arrow shows a possibly 
positive regulation of another protein by activation. HDL: High-density lipoprotein; 
LDL: Low-density lipoprotein; VLDL: Very-low-density lipoprotein; SR-B 1: 
Scavenger receptor-81; LDLr: Low-density lipoprotein receptor; VLDLr: Very-low 
density lipoprotein receptor; ABC: ATP-binding cassette; APOA1: Apolipoprotein-
A1; KGF2: Keratinocyte-growth factor 2; RACK1: Receptor for activated kinase 1; 
CAPN1: calpain-1; CAPN2: calpain-2; DERL1: derlin-1. 
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2.11 Tables 
Table 2.1: Primers used for real-time RT-PCR analyses. 
Product 
Primers sequences (5'-3') 
Gene size References 
Sense Antisense 
(bp) 
ABCAJ 
acccaccctatgaacaacatga gagtcgggtaacggaaacagg 123 [55] 
ABCBJ 
cccatcattgcaatagcagg gttcaaacttctgctcctga 157 [223] 
ABCB4 
tttttactttcttccttcagggtttc taaaagccattgaccgcagtct 81 [224] 
ABCGJ 
caggaagattagacactgtgg gaaaggggaatggagagaaga 177 [225] 
ABCG2 agatgggtttccaagcgttcat ccagtcccagtacgactgtgaca 91 f2261 
CAPNJ gttccacccatcactcacca gaga acttgcctg 52 Se1f-designed 
CAPN2 cctcaaccaggactacgagg tagggccccaactccttgaa 117 Se1f-designed 
DERLJ aggcctgctatttaccctgg cattgattaccgagcctccl!:a 66 Se1f-designed 
HP RTl gaccagtcaacaggggacataa aagcttgcgaccttgacc 167 f2271 
TOPJ ggcgagtgaatctaagg cttaaagggtacagcgaatg 90 f2271 
PP/A gtttgcagacaaggtccca acccgtatgctttaggatg 211 f2271 
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Table 2.2: Maternai, neonatal and placenta! cbaracteri tic . omen er 
la ified into two group ace rding to their bod ma ind , (BMI) : a normal w ight 
group n=22· 11 mal n 11 :D mal n wborn ) 1 .5 < BMI < 24.9 kg/m2 
and an be e group n= 11 ; 4 mal ne born 7 :D mal n wborn) BMI> 30 kg/m1 . 
R ult are e pre da M an ± EM ( tudent ' t te t, * P < 0.05 , *** P < 0.001) . 
Normal weight Obese 
Parameter 
(n = 22) (n = Il) 
22.15 ± 0.45 32.52 ± 1.08*** 
30.00 ± 1.06 29. 0 ± 1.28 
13.12 ± 0.80 12.47 ± 1.12 
20.34 ± 0.63*** 
8.88 ± 0.55 
51.81 ± 0.68 
3676 ± 172 
34.56 ± 0.69 
24.04 ± 0.56 26.20 ± 0.74* 
525.90 ± 30.06 766.90 ± 53.02*** 
Pla 
6.62 ± 0.30 5.48 ± 0.45* 
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Chapitre Ill : Discussion et conclusions 
3. 1 Discussion 
Bien qu'il fût démontré que l'obésité maternelle peut influencer le développement 
fœtal et que l'étude de ses voies de signalisation est primordiale, elle n'est toutefois 
pas la seule pathologie à être la cause de problèmes lors de la grossesse, de 
l'accouchement et durant le développement du fœtus. En effet, le diabète gestationnel 
fut démontré comme affectant les transporteurs ABCA 1 et ABCG 1 dans le placenta 
humain à terme [55], suggérant que cette même voie de transport du cholestérol est 
affectée par l'obésité et par le diabète gestationnel. C'est pourquoi il serait intéressant 
de tester les régulateurs calpaïne-1 et calpaïne-2 dans le contexte du diabète 
gestationnel, car ils pourraient en effet être aussi impliqués dans la modulation 
placentaire de l'expression d'ABCAI et ABCGI, tel que démontré dans le placenta 
des mères obèses dans le chapitre II. La protéine ABCA1 placentaire est aussi 
modulée dans pré-éclampsie [228]. La modulation d' ABCAI dans la pré-éclampsie 
pourrait donc se faire également via les régulateurs post-traductionnels calpaïnes. Les 
calpaïnes 1 et 2 placentaires, bien que reconnues comme jouant un rôle similaire, ne 
variaient pas selon la même tendance en présence d'obésité maternelle (chapitre Il). 
Il faudrait alors envisager la possibilité que ses deux régulateurs puissent jouer des 
rôles différents dans le placenta humain, comme par exemple, en régulant 
négativement ABCA1 et ABCGI pour une calpaine et positivement pour l'autre. La 
calpaïne-1 est impliquée dans la régulation des gènes de la leptine et de la 
CCAA T/enhancer-binding protein u (Cebpa) dans les adipocytes, l'impliquant ainsi 
dans la régulation de la prolifération et la différenciation cellulaire [229]. Calpaïne-1 
pourrait donc, au niveau du placenta humain, être majoritairement impliquée dans la 
différenciation cellulaire. La calpaïne-2 est quant à elle, dans le foie, impliquée dans 
les nécroses hépatocellulaires causés par une autophagie dysfonctionnelle [230]. 
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Ainsi, dans le placenta humain, calpaïne-2 pourrait, à l'opposé de calpaïne-1, être 
impliquée dans la dégradation cellulaire et affecter les échanges materno-fœtaux. De 
plus, l'expression de calpaïne-2 augmente dans le tissu utérin de rat, lors de la phase 
d'implantation de l'embryon, suggérant que calpaïne-2 joue un rôle primordial dans 
le clivage de protéines d'adhésion, processus démontré comme nécessaire à 
1' implantation [231]. Cette étude vient donc appuyer la théorie selon laquelle 
calpaïne-2 serait impliquée dans la dégradation cellulaire, à l'instar de calpaïne-1. La 
calpaïne-2 pourrait également affecter le placenta humain à cause d'une augmentation 
des acides gras dans le placenta. En effet, les acides gras libres causent un stress au 
niveau du réticulum endoplasmique et même l'apoptose dans les cellules-~ via 
calpaïne-2 [232]. Comme il fut démontré dans notre laboratoire qu'en présence 
d'obésité maternelle, le placenta humain semble accumuler l'excès d'acides gras afin 
d'en protéger le fœtus [233], il se pourrait qu'en présence de ce phénomène de 
compensation placentaire, un stress y soit tout de même induit, stress qui pourrait 
affecter les fonctions de transport placentaire via la voie de calpaïne-2, menant 
possiblement à la dégradation cellulaire dans le placenta. D'autres protéines seraient 
intéressantes à étudier dans le contexte des calpaïnes et des deux pathologies 
placentaires. Il s'agit des calpastatines, qui sont reconnues comme inhibant les 
calpaïnes [234]. De plus, dans le placenta, l'ensemble calpaïne-calpastatine est 
nécessaire à la survie de l'embryon [193]. Ces protéines (calpastatines) pourraient 
donc être du moins en partie responsables de la modulation de l'activation des 
calpaïnes dans le placenta humain à terme en présence d'obésité maternelle. 
La protéine derlin-1 est également un régulateur post-traductionnel très important 
d'un point de vue reproductif, car une déficience de cette protéine s'avère létale pour 
l'embryon, suggérant qu'elle doit jouer un rôle majeur au niveau de sa croissance et 
de son métabolisme [197]. Son implication majeure dans le métabolisme lipidique 
placentaire devient ainsi de plus en plus probable, et cette piste devrait être explorée 
au cours de futurs projets de recherche. Son expression placentaire étant maintenant 
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confirmée (démontré dans le Chapitre II), derlin-1 devient aussi une protéine 
intéressante à étudier au niveau cellulaire pour démontrer son implication dans le 
transport du cholestérol, d'autant plus que dans le Chapitre II, il fut démontré que 
l'expression de derlin-1 était modulée à la hausse par l'obésité maternelle. Étant 
donné son possible rôle de régulateur post-traductionnel d' ABCG2 [198] au niveau 
du placenta, il serait intéressant de voir si derlin-1 peut réguler cette protéine dans le 
cadre d'autres pathologies où ABCG2 y joue un rôle majeur, tel que le retard de 
croissance idiopathique du fœtus [235], pathologie où l'expression placentaire 
d' ABCG2 est anormalement diminuée, cette baisse d'expression pouvant être due à la 
voie de régulation de derlin-1. De plus, derlin-1 pourrait être impliquée dans des 
pathologies telles que la pré-éclampsie. Dans la pré..;éclampsie, l'expression des 
métalloprotéinases matricielles 2 et 9 (MMP2, MMP9) diminue dans les 
trophoblastes extravilleux, affectant ainsi leur prolifération et leur différenciation 
[236]. Derlin-1 pourrait, comme démontré dans des cellules cancéreuses pulmonaires, 
réguler ses métalloprotéinases placentaires, car c'est bel et bien le rôle qu'elle y joue 
[23 7]. Derlin-1 pourrait également interagir avec d'autres protéines présentes dans le 
placenta et ainsi être impliquée dans d'autres voies de signalisation. Par exemple, elle 
peut s'unir avec calvéoline-1 pour dégrader la cyclo-oxygenase-2 (Cox-2) [238], 
laquelle est impliquée dans les problèmes d'hypertension durant la grossesse [239]. 
De plus, la protéine derlin-1 pourrait être impliquée dans la régulation de plusieurs 
transporteurs ABC autres qu' ABCG2 tel qu'il fut démontré [198]. En effet, même s'il 
n'est pas considéré comme un transporteur, mais bien comme un canal où circulent 
les ions calcium et potassium, le régulateur de la perméabilité transmembranaire de la 
fibrose kystique (CFTR alias ABCC7) est régulé par derlin-1 qui promouvoit sa 
dégradation par ubiquitination, initiant la voie d'ERAD [240]. L'expression de 
plusieurs autres protéines ABC pourrait ainsi être influencée par derlin-1. Démontrer 
son implication dans la régulation placentaire des transporteurs ABC modulés par 
l'obésité amènerait la preuve que cette protéine joue un rôle important dans le 
métabolisme lipidique placentaire. En transfectant des cellules placentaires avec un 
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petit ARN interférant avec le gène DERL1 ou en mettant un inhibiteur de derlin-1, il 
serait possible d'observer l'effet d'une baisse d'expression de derlin-1 sur 
l'expression d'un ensemble de protéines impliquées dans le transport du cholestérol. 
Il se pourrait que se soit également le cas pour son homologue, dfm1, protéine qui va 
de pair avec derlin-1 et qui est aussi nécessaire à la voie de dégradation du réticulum . 
endoplasmique (ERAD) [241]. Cette protéine pourrait donc être une piste à explorer 
dans le contexte de pathologies placentaires, tout comme derlin-1. Une autre protéine 
serait intéressante à étudier. Il s'agit de la protéine de choc thermique 90 (Hsp90), car 
elle fut démontrée comme inhibant les effets des protéines ubiquitinantes, telles que 
derlin-1 [242]. Dans le contexte de pathologies où l'expression de derlin-1 est 
anormalement élevée, comme en présence d'obésité maternelle, elle pourrait être une 
cible potentielle pour un futur traitement visant à contrer l'activité trop importante de 
derlin-1 et ses effets néfastes sur l'expression des transporteurs ABC. Derlin-1 fut 
aussi démontrée comme .régulant l'apolipoprotéine B100 (Apo-B100). En effet, Apo-
B100, reconnue comme un ligand principal des LDL [243], subit une translocation 
depuis le réticulum endoplasmique jusqu'à la surface des gouttelettes lipidiques. 
Derlin-1 affecte cette translocation en initiant la dégradation de 1 'Apo-B 100 via la 
voie d'ERAD [244]. Derlin-1 semble ainsi être impliquée dans la régulation du 
transport des lipides via les gouttelettes lipidiques. Il se pourrait donc que derlin-1 
soit impliquée dans le transport des lipides véhiculés par les lipoprotéines dans le 
placenta. De plus, comme démontré dans l'Annexe 1, en présence 
d 'hypercholestérolérnie, derlin-1 semble impliquée dans la régulation de 1' ApoB-1 00 
dans le placenta humain à terme, suggérant que derlin-1 est impliquée dans la 
modulation de plusieurs protéines jouant un rôle dans le transport des lipides et 
impliquée dans la modulation de plusieurs pathologies. Derlin-1 devient alors une 
cible de choix pour l'étude des voies de transport placentaire du cholestérol pouvant 
être modulées par les pathologies influençant la grossesse. 
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Dans le cadre d'un futur projet sur l'obésité maternelle et ses effets sur les 
transporteurs ABC dans le placenta humain à terme, il serait pertinent, à 1' aide de la 
technique d'immunohistochimie, d'identifier dans quels types de cellules ces 
transporteurs ABC sont modulés. Leur régulation diffère dans chaque type cellulaire. 
Par exemple certains transporteurs ABC ne sont pas exprimés de façon équivalente 
dans les cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste [141;157]. Cela permettrait de 
voir la régulation de 1' expression placentaire des t.ransporteurs ABC, mais plus 
précisément à chaque étape du transfert placentaire du cholestérol entre la mère au 
fœtus. Il serait également pertinent d'isoler les membranes de ses cellules 
placentaires, car il fut démontré que les protéines présentes à la face apicale et 
basolatérale du syncytiotrophoblaste sont régulées de façon indépendante 1 'une de 
l'autre [90]. Une pathologie particulière pourrait donc ainsi non seulement affecter 
l'expression d'une protéine dans un type de cellules en particulier, mais également la 
réguler selon la surface (maternelle ou fœtale) où elle est exprimée. 
Aussi, comme il fut démontré que le sexe du nouveau-né pouvait être un facteur à 
prendre en compte dans l'expression placentaire des transporteurs de cholestérol 
(Chapitre Il) et des acides gras [57], il serait important d'identifier les facteurs 
ciblant un sexe en particulier, car une fois connus, cela permettrait une meilleure 
compréhension de la pathologie et pourrait offrir des pistes quant à de futurs 
traitements visant à enrayer 1 'effet néfaste de 1 'obésité maternelle sur le 
développement fœtal. 
3.2 Conclusions 
Ce projet a permis de démontrer que l'expression des protéines ABC transportant le 
cholestérol est modulée par l'obésité maternelle dans le placenta humain à terme. 
Dans le tissu placentaire, 1 'expression des protéines ABCG2 et ABCA 1 diminuent en 
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présence d'obésité maternelle, alors que l'expression d'ABCB4 augmente, suggérant 
que cette modulation d'expression amène un transfert plus important du cholestérol 
maternel au fœtus, Ces résultats suggèrent une piste expliquant comment l'obésité 
maternelle affecte le développement du système nerveux central du fœtus et 
prédispose le nouveau-né à souffrir lui-même d'obésité et de maladies 
cardiovasculaires. Cette modulation d'expression semble due aux régulateurs post-
traductionnels Calpaïne-1 et Calpaïne-2, ainsi que derlin-1, car l'expression de ceux-
ci semble également modulée par l'obésité maternelle dans le placenta humain à 
terme. 
APPENDICE A : Contributions de l'étudiant au projet 
Ce qu'il a fait 
~ Extraction d' ARNm de tissus placentaires totaux. 
~ RT-PCR en temps réel (et mise au point). 
~ Extraction de protéines de tissus placentaires totaux. 
~ Immunobuvardages de type Western (et mise au point). 
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~ Extraction de la fraction lipidique de tissus placentaires totaux (mise au point 
d'un protocole). 
~ Dosages du cholestérol placentaire total, ainsi que de ses formes (libre et 
estérifié). 
~ Culture cellulaire sur la lignée Be Wo 
~ Extraction de protéines de cellules BeWo. 
Ce qu'il n'a pas fait 
-! Recrutement des mères pour former la cohorte de placentas 
-! Compilation des données des questionnaires socio-médicaux 
-1 Recueillement et disposition des placentas 
-1 Dosages des lipides plasmatiques 
-1 Compilation des données des dosages lipidiques plasmatiques 
-1 Isolation de cytotrophoblastes de placentas humains 
-1 Extraction de protéines de cultures primaires cytotrophoblastiques humaines 
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Annexe 1 : Projet sur les lipoprotéines 
1. 1 Contributions de l'étudiant au projet 
)o> Mise au point des immunobuvardages de type Western (25% des expériences 
réalisées dans cet article) 
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1.2 Résumé de l'article des lipoprotéines 
L 'hypercholestérolémie constitue un facteur de risque pour le développement de 
maladies athérosclérotiques et pourrait être impliquée dans la programmation fœtale 
de ces maladies. Le cholestérol peut être intégré dans le placenta d'une manière 
récepteur-dépendante suivant la liaison des lipoprotéines (apo) aux récepteurs 
spécifiques. Le but de cette étude vise à évaluer l'impact de l'hypercholestérolémie 
sur le transport du cholestérol via la modulation de l'expression des apolipoprotéines. 
Des échantillons de placenta à terme et de sang provenant de la mère et de de la veine 
du cordon ombilical furent obtenus à l'accouchement des femmes 
normocholestérolémiques et hypercholestérolémiques. Les échantillons de sang 
maternel furent également obtenus lors du premier et second trimestre. Les 
concentrations lipidiques (cholestérol total, HDL, LDL, triglycérides, acides gras 
libres, apolipoprotéine-Al, apolipoprotéine-BlOO) furent dosées dans les échantillons 
de sang. Les niveaux d'expression d'ARNm et/ou de protéines (apos, MTP, DERLl) 
furent testés dans le placenta humain à terme, respectivement par RT-PCR en temps 
réel et immunobuvardages de type Western. L'activité de MTP fut évaluée avec des 
trousses commerciales sur les homogénats tissulaires. En conclusion, notre étude 
démontre que l'hypercholestérolémie affecte le profil lipidique maternel et néonatal, 
ainsi que l'expression d'apoB et DERLl. Ces changements pourraient affecter le 
métabolisme fœtal et prédispose le fœtus à de futures maladies athérosclérotiques. 
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1. 3 L'article scientifique en préparation 
EFFECT OF MATERNAL OBESITY AND HYPERCHOLESTEROLEMIA 
ON PLACENT AL APOLIPOPROTEINS 
Evemie Dubé 1•2, Guillaume Desparois 1•2.3, Laurent Perrier1•2 and Julie Lafond1•2•4 
1Laboratoire de physiologie materno-fœtale, Université du Québec à Montréal, 
Montréal, Québec, Canada, H3C 3P8; 2Centre de Recherche Biomed, Université du 
Québec à Montréal, Montréal, Québec, Canada, H3C 3P8. 3INRS-Institut Armand-
Frappier, Université du Québec, Laval, QC, H7V 187, Canada. 
4To whom correspondence should be addressed: Julie Lafond PhD 
Centre de Recherche BioMed 
Université du Québec à Montréal 
C.P. 8888, Succursale Centre-
ville 
Montréal, Canada H3C 3P8 
Phone: (514) 987 3000 ext 7857 
Fax: (514) 987 4647 
Email: lafond.julie@uqam.ca 
87 
Abstract 
Hypercholesterolemia constitutes a risk factor for developing atherosclerotic diseases 
and could be involved in the fetal programming of these diseases. Cholesterol can be 
taken up by the placenta in a receptor-dependent manner following the binding of 
apolipoproteins (apo) to specifie receptors. The goal ofthis study was to evaluate the 
impact of hypercholesterolemia on cholesterol transport through the modulation of 
the expression of apolipoproteins. Human full-term placenta, maternai and venous 
cord blood samples were obtained at delivery from normocholestrolemic and 
hypercholesterolemic women. Maternai blood samples were also obtained during the 
151 and 2nd trimesters. Lipids (total cholesterol, HDL, LDL, triglycerides, free fatty 
acids, apolipoprotein Al, apolipoprotein 8100) levels were evaluated in blood 
samples. mRNA and/or protein expression levels (apos, MTP, DERLI) were assessed 
in human full-term placenta respectively by real-time RT-PCR and western blots. 
MTP activity was evaluated using a commercial kit on tissue homogenates. Overall, 
our study demonstrates that hypercholestrolemia affects the maternai and neonatal 
lipid profiles as weil as the expression of apoB and DERL 1. These changes could 
affect the fetal metabolism and predispose the fetus to future atherosclerotic diseases. 
Keywords: hypercholesterolemia, obesity, placenta, apolipoproteins, DERL1, BMPI, 
PCEP2. 
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Introduction 
Lipoproteins are responsible for the transport of cholesterol, an essential nutrient for 
proper growth and development of the fetus [1]. Althought the fetus is capable of de 
novo synthesis, fetal cholesterol originates in part from the maternai circulation 
through placenta} transport [2-5]. Lipoproteins are complexes of lipids and proteins 
known as apolipoproteins. Apolipoproteins are involved in the regulation of 
lipoprotein metabolism by redistributing lipids to cells and tissues, acting as cofactors 
for enzymes of lipid metabolism and maintaining lipoprotein structure [6]. Specifie 
apolipoproteins are recognized by cell surface lipoprotein receptors. The human 
placenta expresses several apolipoproteins (APOA 1, APOD, APOL, APOB, APOE) 
[7-11] and lipoprotein recepors (the lectin-like oxidized low-density lipoprotein 
receptor-1 (LOX1/0LR1), the low density lipoprotein receptor (LDLR), the 
scavenger receptors SRBI and CD36) [12-14]. APOB100, a constituent of LDL and 
VLDL, is mainly synthetized in the liver and is involved in the transport of 
cholesterol from the liver to peripheral tissues whereas APOA1 and APOE, 
constituents of HDL, are involved in the reverse cholesterol transport to remove 
cholesterol from peripheral cells [15, 16]. APOA1 and APOE promote HDL 
assembly notably through the activation of the lecithin cholesterol acyltransferanse 
(LCAT) [17-19]. Finally, cholesterol is transfered to fetal lipoproteins (mainly 
APOAI, APOE and HDL particles) by the ATP-binding cassette (ABC) transporters 
ABCA 1 and ABCG 1 [20, 21]. Studies suggest that severa} steps in placenta} 
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cholesterol transport are affected by maternai obesity and hypercholestrolemia [12, 
14, 22, 23]. 
Hypercholesterolemia and obesity have been shown to increase the rates of early 
development of atherosclerosis in children [24-26]. Even if the clinicat symtoms of 
atherosclerosis occur later in life, it has been suggested that pathogenic events 
occuring during fetal development may influence the susceptibility to atherosclerosis 
and cardiovascular diseases in childhood and adulthood. Indeed, studies have 
observed an increased formation of fatty streaks, the early precursors of 
atherosclerotic plaques, in human arteries of fetuses and children of 
hypercholesterolemic mothers [27, 28]. This formation offatty streaks is known to be 
initiated by the deposit of cholesterol; through the accumulation and subsequent 
oxidation of low-density lipoproteins (LDL) in monocyte-derived macrophages [29]. 
Moreover the earl y onset of the atherogenic process in childhood and the severity of 
the lesions has been correlated to body mass index (BMI) and lipoprotein levels [30]. 
Studies have even demonstrated that newborns of obese women are more likely to 
suffer from obesity and cardiovascular diseases [31 ]. Thus it is important to unravel 
the mechanisms involved in the early development of atherosclerosis to limit the 
pandemie of obesity and the related diseases in our future generations. 
We hypothesize that maternai obesity and hypercholestrolemia impact the placenta! 
transport of cholesterol from the maternai to the fetal circulation by modulating the 
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placenta! expression of apolipoproteins. This study was designed to characterize the 
effect of maternai obesity and hypercholestrolemia on maternai circulating lipids, on 
the expression of apolipoproteins in the human full-term placenta of normal weight 
and overweight/obese women. Overall it will provide a better understanding of the 
impact of maternai obesity and hypercholesterolemia on fetal programming of 
cardiovascular diseases. 
Materials and Methods 
Study participants 
Recruitment of the participants was done during their first prenatal visit at Hôpital St-
Luc of the Centre Hospitalier Universitaire de Montréal (CHUM; Montréal, QC, 
Canada). An informed consent and an interview-administrated questionnaire on 
socio-demographic characteristics were completed and signed by each participant. 
Subjects presenting diabetes, preeclampsia, hypertension, drug medication and 
complication during pregnancy or at delivery were excluded from the study. 
Participants were classified according to their pre-pregnancy BMI (kg/m2) as normal 
weight (18.5<BM1<24.9 kg/m2) or overweight/obese (BMI > 26 kg/m2) based on the 
World Health Organization criteria [32] or according to their plasma level of total 
cholesterol (CHOL) at delivery. Cut-off for hypercholesterolemia was set at 6.26 
mmol/1 (240 mg/dl) according to the criteria of the National Cholesterol Education 
Program (NCEP) [33]. The weight (kg), height (cm), head circurnference (cm) and 
sex of the newborn was also noted. The ethical committees on human subjects of 
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Saint-Luc Hospital and Université du Québec à Montréal (UQÀM; Montréal, QC, 
Canada) approved this study. 
Measurement of plasma lipid /evels 
During the 1st (10-17 weeks), 2nd (22-28 weeks) and at delivery (36-42 weeks), 
maternai blood was collected in Vacutainer gel tubes (BD, Oakville, Canada). Blood 
from the venous umbilical cord was also taken at delivery. Plasma was recovered 
after centrifugation at 3500 g for 15 min and stored at -20°C until further analysis of 
different plasma lipid levels. Plasma levels of cholesterol (CHOL), low density 
lipoproteins (LDL), high density lipoproteins (HDL), triglycerides (TG), 
apolipoproteins (apoA1 and apoB100) and total free fatty acids (FFA) were measured 
as previously described [34]. 
Real-time RT-PCR 
Placentas were collected at delivery and immediately immersed in Dulbecco modified 
Eagle Medium (DMEM) (Sigma, Oakville, ON, Canada) containing antibiotics (0.12 
mg/ml penicillin, 5J.1g/ml amphotericin, 50J.1g/ml gentamycin) (lnvitrogen, 
Burlington, ON, Canada) and NaHC03 (90mg/ml). The amnion, chorion and 
decidual layers were removed and the resulting villous tissue was eut ( 5 cm2 pieces) 
and kept at -80°C until further analysis. 500ng of total RNA, extracted from frozen 
placenta} tissues with the High Pure RNA Tissue Kit (Roche Diagnostics), was 
reverse transcribed and used for real-time PCR reactions as previously described [34]. 
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Primers were previously published or designed with PrimerBlast (National Center for 
Biotechnology Information; Table 1 ). The expression of each target gene was 
normalized with three reference genes (HPRT1, PPIA, TOP1) as described by Lanoix 
et al. (2012) [35, 36]. 
ELISA and Western blot 
Total proteins were extracted from frozen placenta! tissues with a Polytron Tissue 
homogenizer PT 3000 (Brinkmann, Canada) in ice-cold hypertonie buffer (125 mM 
Tris-HCI, 2 mM CaCl2, 1.4% (v/v) Triton X-100, pH 8.0) containing the Complete 
mini EDTA-free anti-protease cocktail (Roche diagnostics). Apolipoproteins 
(APOA1, APOB, APOE) levels in placentas were evaluated by ELISA using the 
Total Human Apolipoprotein Al ELISA Assay, the Total Human Apolipoprotein B 
ELISA Assay-.11 (AlerCheck Portland, ME, USA) and the ApoE4/Pan-ApoE ELISA 
kit (Medical and Biological Laboratories CO., Nakaku, Nagoya, Japan) according to 
the manufacturer's instructions. The expression of microsomal triglyceride transfer 
protein (MTP), degradation in endoplasmic reticulum protein 1 (DERL 1 ), bone 
morphogenetic protein 1 (BMP 1) and procollagen C-endopeptidase enhancer 2 
(PCEP2) was evaluated by Western blot. 50 ug of total proteins were diluted in 
sample buffer, heated at 95°C for 5 min, resolved on a SDS-PAGE and electroblotted 
onto PDVF membranes (Millipore, Cambridge, ON, Canada). Membranes were then 
blocked in TBS-T (20 mM Tris Base, pH 7,6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20) 
containing 5% skimmed milk 2hrs at room temperature, incubated ovemight at 4°C 
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with anti-MTP (1:500; Abgent, San Diego, CA, USA), anti-DERL1 (1:1000; 
Origene, Rockville, MD, USA), anti-BMP1 (1 :2000; Cedarlane, ON, Canada) or anti-
PCPE2 (1:2000; Cedarlane) antibodies. Blots were washed with TBS-T and probed 
with appropriate secondary antibodies coup led to horseradish peroxidase ( 1: 1 0000; 
New England Biolabs, ON, Canada). Detection was realized using the LuminataTM 
Forte Western HRP Substrate (Millipore) and visualized by autoradiography 
(Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Baie d'Urfée, Qc, Canada). The Quantity One 
Software (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada) was used to quantify the 
bands. Normalization was done with Amido Black staining (Sigma Aldrich) [37]. 
MTP activity 
Tissues were homogenized with a pestle homogenizer in ice-cold extraction buffer 
(150mM NaCl 10mM Tris 2mM EDTA pH 7.4). Homogenates were centrifuged for 
30 min at 10 OOOg at 4°C. LPL enzyme activity was measured in supernatants using a 
commercial kit (Roar Biomedical, New York, USA) and a SpectraMax MS 
(Molecular Deviees, Sunnyvale, CA) according to the manufacturer's instructions. 
Statistica/ Analysis 
Ail statistical analyses were performed with Prism 4.0 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA). Data (presented as mean -41- SEM) were analysed regardless of 
newborn gender using the unpaired Student t-test and considered statistically 
significant at P < 0.05. Correlation coefficients between maternai, placental and 
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neonatal factors were calculated with Pearson test. A two-way ANOVA followed by 
Bonferroni post-test was also perfonned to evaluate the effect of newborn gender on 
maternai, placenta! and neonatal factors. 
Results 
Influence of materna/ BMI on lipid profiles and apolipoproteins 
Subject characteristics 
Women participating to this study were separated in two groups according to their 
pre-pregnancy BMI (kg/m2): nonnalweight (18.5<BM1<24.9; n=24) and 
overweight/obese (BMI>26; n=13) women. Both groups were significantly different 
in their pre-pregnancy BMI (P=0.0454) but were similar in the maternai weight gain, 
maternai age, gestational age, placental weight, birth weight and lenght and head 
circumference (Table 2). 
Materna/ and neonata/lipid profiles 
During ali trimesters, HDL and APOA1 levels were lower (respectively P=0.0087, 
P=0.0373, P=0.0359, P=0.0311) in overweight/obese (n=13) compared to 
nonnalweight mothers (n=24) (Figure 1). No changes were noted in maternai plasma 
levels for CHOL, LDL, TG, APOB 100 and FF A or in the neonatal lipid profile 
(Figure 1). 
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Expression of apolipoproteins in humanfull-term placentas 
We compared the expression of APOA1, APOB and APOE m placentas from 
normalweight (n=24) and overweight/obese (n=13) women. The placenta! expression 
of APOA1, APOB and APOE m.RNA did not change between groups (Figure 2A) 
whereas the protein level of APOA 1 was significantly lower in overweight/obese 
compared to normalweight women (P<0.0001; Figure 2A). No differences were 
observed in the protein levels of APOB100 and APOE between the two groups 
(Figure 2A). 
Expression and activity of MTP in human full-term placentas 
We compared the protein expression and activity of MTP m placentas from 
normalweight (n=24) and overweight/obese (n=13) (Figure 2B). No differences were 
observed in the expression and activity of MTP between the two groups. 
Expression of BMP 1 and PCP E2 in human full-term placentas 
We compared the protein expression of BMP1 and PCPE2 m placentas from 
normalweight (n=24) and overweight/obese (n=13) women (Figure 2C). The 
placenta! expression of BMP 1 and PCPE2 proteins was significantly lower in 
overweight/obese compared to normalweight women (P<O.OS; Figure 2C). 
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Correlations between placenta/ APOA 1 prote in leve/ and other parameters 
The placenta! protein level of APOAI was correlated to maternai BMI (r=-0.3736, 
P=0.0161; data not shown). No correlation was observed between APOAl protein 
level and the other parameters (maternai, neonatal and placenta!; data not shown). 
Influence of materna/ hypercho/esterolemia on lipid profiles and apolipoproteins 
Subject characteristics 
Women participating to this study were separated in two groups according to their 
plasmal level of CHOL at delivery: Low cholesterol (LC, n=20) (<6.26mmol) and 
High cholesterol (HC, n=21) (>6.26mmol) women. Both groups were significantly 
different in their pre-pregnancy BMI (P=0.0454) but were similar in the maternai 
weight gain, maternai age, gestational age, placenta! weight, birth weight and lenght 
and head circumference (Table 3). 
Materna/ and neonatallipid profiles 
During the lst trimester, CHOL, LDL, HDL and APOBlOO levels were higher 
(respectively P=0.0087, P=0.0373, P=0.0359, P=0.0311) in HC than LC mothers 
(Figure 3). During the 2nd trimester, CHOL, LDL and APOBlOO levels were higher 
(respectively P<O.OOOl, P<O.OOOl, P=0.0003) in HC than LC mothers (Figure 3). 
During the 3rd trimester, TG, CHOL, LDL, apoBlOO and FFA levels were higher 
(respectively P=0.047, P<O.OOOl, P<O.OOOl, P<O.OOOl, p=0.019) in HC than LC 
mothers (Figure 3). No differences were noted for APOAl levels in LC and HC 
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women (Figure 3). In newboms, TG (P=0.0448) plasma levels were significantly 
increased in HC compared to LC pregnancies while no changes were noted for 
CHOL, LDL, HDL, APOA1, APOB100 and FFA levels (Figure 3). 
Expression of APOs in humanfull-term placentas 
We compared the mRNA and protein expression of APOA1, APOB and APOE in 
placentas from LC (n=20) and HC (n=21) women. The expression of APOA1, APOB 
and APOE mRNA did not change between groups (Figure 4A) whereas the protein 
level of APOB100 was significantly higher in HC than LC women (P<O.OOOI; Figure 
4A). No differences were observed in the protein levels of APOA1 and APOE 
between the two groups (Figure 4A). 
Expression and activity of MTP in human full-term placentas 
We compared the protein expression and activity of MTP in placentas from LC 
(n=20) and HC (n=21) women. No differences were observed in· the protein 
expression and activity ofMTP between the two groups (Figure 4B). 
Expression DERLJ in human full-term placentas 
We compared the protein expression of DERL 1 in placentas from LC (n=20) and HC 
(n=21) women. The protein expression of DERL 1 was decreased in the placentas of 
HC pregnancies compared to LC pregnancies (Figure 4C). 
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Correlations between placenta/ APOBJOO protein leve/ and other parame/ers 
The placenta! protein level of APOB 100 was correlated to maternai CHOL, LDL and 
TG plasma levels at 1st trimester (respectively r-0.3293, P=0.0499; r=0.378, 
P=0.0230; r=-0.4005, P=0.0155); to maternai CHOL, LDL and APOB100 plasma 
levels at 2nd trimester (respectively r-0.3470, P=0.0354; r-0.3446, P=0.0367; 
r-0.3849, P=0.0205); to maternai APOB 100, TG, CHOL, LDL levels at 3rd trimester 
(respectively r-0.4914, P=0.001; r-0.3481, P=0.0222; r-0.4893, P=0.0009 and 
r-0.4718, P=0.0016); to neonatal APOB100 plasma levels (r-0.3253, P=0.0463). No 
correlation was observed between placenta! APOB 100 protein level and other 
maternai, placenta} and neonatal characteristics (data not shown). 
Discussion 
The mechanisms by which maternai hypercholesterolemia and obesity increase the 
risk of developing atherosclerosis and related diseases are uncertain, but likely 
include changes in placenta} and fetal lipid metabolism. In our study, we have 
focused on the role of APOs in the CHOL transport between the mother, the placenta 
and the fetus. 
Maternai and neonatal clinicat factors were not affected by BMI or matemallevels of 
CHOL with an exception for pre-gregnancy BMI in our LC/HC groups. According to 
the World Health Organization, adult normal BMI is between 18,5 and 24,9 kg/m2 
[32]. Our values in our LC group are mostly included in this range, suggesting that 
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the BMI variation observed between our two groups is negligible. Moreover, several 
studies showed no relation between BMI and CHOL rate [38, 39]. On the other band, 
maternai BMI and hypercholestrolemia, as previously demonstrated in our laboratory, 
influences the maternai lipid profile: HC women have higher levels of TG, CHOL, 
LDL and APOB 100 at delivery than LC women while overweight/obese women have 
lower HDL and APOA1 levels than normalweight women [12, 14, 22, 40]. 
Interestingly the effect of hypercholesterolemia and high BMI on the maternai lipid 
profile can be seen as earl y as the 1 st trimester, suggesting that hypercholesterolemia 
and high BMI influences fetal development throughout pregnancy even if the 
mechanisms involved could however differ. Numerous studies have observed an 
increase in LDL and APOB100 associated to elevated plasma CHOL levels [41-43]. 
In our study, most of the CHOL excess in HC pregnancies appeared to be also 
incorporated in LDL particles whereas in overweight/obese pregnancies it is the 
CHOL incorporated in HDL particles that is reduced. Several mechanisms might be 
involved rn these variations. The frrst mechanism could be a 
downregulation/upregulation of LDLR, LOX-1 and SRBI by plasma LDL/HDL 
resulting in an uptake decrease or increase [44]. We have previously demonstrated 
that the placental expression of CD36 and LOX-1 increases in pregnancies associated 
with high BMI white the placenta} expression of LDLR decreases in HC pregnancies 
[12, 14, 22]. Althought LDLR and LRP decreased during pregnancy, when maternai 
CHOL is elevated, these receptors are responsible of a large but not ali the amount of 
CHOL uptake by the placenta. It bas been shown that LOX-1 and LDLR are 
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respectively up- and downregulated in HC patients [12, 45]. A second mechanism 
could be that the placenta secretes more APOB100 in HC pregnancies than LC 
pregnancies and less APOA 1 in overweight/obese pregnancies than normalweight 
pregnancies. Indeed, Abraham et al. [ 46] have demonstrated that primary hepatocytes 
from atherogenic diet fed rats secreted more APOB and LDL than normal diet fed 
rats. Concerning cord blood composition, our results are consistent with other studies 
[ 4 7, 48]. Lipids and lipoproteins levels were lower compared to maternai blood, but 
no significant variation except for TG levels was observed between the different 
groups which is consistent with the lack of an association between maternai and fetal 
CHOL level near to term [27, 49]. Even if the neonatallipid profile is not affected by 
high BMI or CHOL, alteration of maternai lipid profile could still have an impact on 
the neonatal health. Indeed, maternai pre-pregnancy BMI and APOB levels in early 
gestation have been positively associated with the offspring's adiposity at age 5-6 
years [50]. In addition, Marseille-Tremblay et al. [40] showed that the amount of 
CHOL accumulated in the placenta ofLC and HC pregnancies was similar. Thus, our 
results suggest lipid regulation at fetal and/or at placentallevel. 
Uptake of lipoproteins by the placenta is weil etablished [51-54] and constitute a 
major source of CHOL for the fetus in addition to de novo synthesis [55]. Thus, we 
expected that elevated maternai CHOL and BMI would induce a modulation of APOs 
expression to promote CHOL efflux from placenta to fetal circulation. Our results 
showed correlations between APOA 1 expression and maternai BMI as weil as 
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between placenta} APOB100 expression and maternai plasma levels of CHOL, LDL, 
TG and apoB 100, but not with neonatal levels. This suggests that variations in 
maternai BMI and plasma levels of CHOL affect mostly APOA1 and APOB100 in 
the human full-term placenta. Interestingly, in baboons, it has been demonstrated that 
increasing levels of dietary CHOL affects the genetic correlation between APOAI, 
APOB and lipoproteins's size (HDL and LDL), suggesting a complex network of 
genes affecting lipoprotein metabolism [56]. In our study, no variation was observed 
in APOs gene expression, which could be due to the complexity of APOs gene 
regulation [57, 58]. Moreover, other studies demonstrated no influence ofCHOL diet 
on liver APOB mRNA [43, 59]. Kraft et al. [44] also showed no variation of APOB 
mRNA in HepG2 cells loaded with LDL whereas APOB secretion was increased. On 
the other hand, a significant increase of APOB 100 and a significant decrease of 
APOA1 protein levels were seen. Numerous mechanisms are involved in the post-
transcriptional regulation of APOA1 and APOBtOO [60, 61]. A potential mechanism 
of regulation could be through MTP. Indeed, Hagan et al. [62] and Bennett et al. [63] 
have demonstrated that liver MTP was upregulated in CHOL fed hamsters compared 
to normal diet and this regulation might be induced at a transcriptional level by 
presence of modified sterol response element (SRE) in MTP gene. Since Madsen et 
al. [10] showed MTP expression in human placenta, maternai CHOL could induce 
MTP expression through SRE activation, promoting an increase of APOB 100 
translocation and initiation of APOB-rich lipoprotein assembly (VLDL and LDL). 
But this is not the case in our study since we didn't observe any changes in the 
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expression and activity of MTP. Another mechanism that could explain our results is 
the recognition and/or the degradation of proteins that are misfolded at the plasma 
membrane and/or within the endosomal system by Derlin proteins. Studies have 
shown that DERL 1 is involved in post-transcriptional regulation of APOB 100, breast 
cancer resistance protein (BCRP) and LDLR [64-66]. Thus the decrease in DERL 1 
expression could partly explain the increase in APOB and LDLR expression in the 
placenta of HC pregnancies. A third mechanism could be through BMP1 (bone 
morphogenetic protein-1) and PCPE2/PCOLCE2 (procollagen C-proteinase 
enhancer-2) involved in APOA1 processing [67]. In HepG2 cells, the inhibition of 
BMP1 blocks the maturation of secreted pro-APOA1 to its phospholipid-binding 
form, thus reducing circulating levels of APOA1 [68]. In addition, PCPE2 knock out 
mice present high levels of pro-APOA1 associated with an impairment of the ability 
of HDL to efflux CHOL through ABCA1 [69]. We did observed a decrease in 
placenta} expression of BMP 1 and PCPE2 in overweight/obese pregnancies, 
suggesting that the maturation of APOA1 could be impaired. 
In conclusion, we have demonstrated that placental APOs pool, but not APOs mRNA, 
was modulated in HC and overweight/obese pregnancies possibly due to a 
downregulation of DERL1, BMP1 and PCPE2 expression. This is the first study 
reporting a possible role for DERL1, BMPI and PCPE2 in the human full-term 
placenta. But further investigations are needed to identify the exact role of these 
proteins. Elevation of APOB100 secretion and decrease of APOA1 secretion in fetal 
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circulation as LDL or HDL particles could promote LDL oxidation susceptibility 
leading to atherogenic conditions. This suggests a possible pathway for 
atherosclerosis development during fetal life. Moreover, a compensatory action of 
reverse CHOL transport appeared to be absent since no variation of APOE expression 
was observed. Study of regulation of placenta! ABCA 1 could be interesting to 
elucidate placenta} reverse CHOL transport in response to high maternai CHOL/BMI. 
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TABLES 
Table 1: Primers used for reat-time RT-PCR 
Gene Primer set (5'-3') Product Ref 
size (bp) 
APOAJ Sense : GTGACCTCCACCTTCAGCAA 108 
Antisense : CTTGCTCATCTCCTGCCTCA 
APOBJOO Sense: ACACACTGGACGCT AAGAGGA 106 
Antisense : ACTTGTGCT ACCA TCCCA TACT 
APOE Sense : GACTGGCCAA TCACAGGC 103 
Antisense : CTGTCTCCACCGCTTGCTC 
HP RTl Sense : GACCAGTCAACAGGGGACATAA 167 [35, 36] 
Antisense : AAGCTTGCGACCTTGACC 
PP/A Sense: GTTTGCAGACAAGGTCCCA 211 [35, 36] 
Antisense : ACCCGT A TGCTTT AGGA TG 
TOPJ Sense : GGCGAGTGAA TCT AAGG 90 [35, 36] 
Antisense : CTTAAAGGGT ACAGCGAATG 
Ill 
Table 2: Maternai, placenta) and neonatal general characteristics of 
normalweight and overweight/obese pregnancies. Women are classified according 
to the pre-pregnancy maternai BMI (kg/m2) defmed by the World Heaith 
Organization. Resuits are expressed as mean ± SEM (*p<0.05, **p<O.Ol, 
***p<O.OOI, Student t-test). 
Parameters 18.5<BMI<24.9 BMI>26 
n 24 13 
Mother 
Maternai BMI (kg/m2) 21.91±0.45 29.16±0.98*** 
Maternai weight gain (k_g}_ 12.95±0.74 12.39±0.95 
Maternai age (years) 31.86±0.87 33.46±1.58 
Gestational age ( weeks)_ 39.23±0.26 39.23±0.36 
Placenta 
Placenta! weightjg}_ 565.4±27.35 628.5±40.08 
New born 
Birth weight {g)_ 3388±88.23 3494±138.1 
Birth Iength (cm) 51.6±0.49 51.62±0.63 
Head circumference (cm) 34.04±0.27 34.35±0.47 
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Table 3: Maternai, placenta( and neonatal general characteristics of normo and 
hypercholesterolemic pregnancies. Women are classified according to their plasma 
level of total cholesterol at delivery. Results are expressed as mean ± SEM (*p<0.05, 
**p<O.Ol, ***p<O.OOl, Student t-test). LC, low cholesterol level (<6.26 mmol/L); 
HC, high cholesterollevel (>6.26 mmol/L). 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Maternai plasma hormonal and lipid profiles of normalweight and 
overweight/obese women. Women are classified according to their pre-pregnancy 
maternai BMI (kg/m2). Results are expressed as mean± SEM (*p<0.05, Student t-
test). Normalweight, 18.5<BM1<24.9 kg/m2; Overweight/obese, BM1>26 kg/m2• 
Figure 2: Expression of APOs, MTP, BMPl and PCEP2 in hum an full-term 
placentas of normalweight and overweight/obese women. (A) Placenta! expression 
of APOAI, APOB and APOE mRNA and protein were evaluated in normalweight 
(n=24) and overweight/obese women (n=13) (B) Placenta! expression and activity of 
MTP were evaluated in normalweight (n=24) and overweight/obese women (n=13). 
(C) Protein expression of BMPI and PCPE2 was evaluated in normalweight (n=24) 
and overweight/obese women (n=13). Results are expressed as mean ± SEM (* 
p<0.05, **p<O.Ol, Student t-test). Normalweight, 18.5<BMI<24.9 kg/m2 ; 
Overweight/obese, BMI>26 kg/m2 • · 
Figure 3: Maternai plasma hormonal and lipid profiles of normo and 
hypercholesterolemic women. Women are classified according to their plasma level 
of total cholesterol at delivery. Results are expressed as mean ± SEM (*p<0.05, 
**p<O.Ol, ***p<O.OOl, Student t-test). LC, low cholesterol level (<6.26 mmol/L); 
HC, high cholesterol levet (>6.26 mmol/L). 
114 
Figure 4: Expression of APOs, MTP and DERLl in human full-term placentas 
of normo and hypercholesterolemic women. (A) Placenta} expression of APOA1, 
APOB100 and APOE mRNA and protein was evaluated in LC (n=20) and HC 
women (n=21 ). (B) Placenta} expression and activity of MTP were evaluated in LC 
(n=20) and HC women (n=21). (C) Densitometric analysis of DERL1 protein levels 
was performed in LC (n=20) and HC women (n=21) after normalization with Amido 
Black staining. Results are expressed as mean± SEM ( ***P<O.OOOI, Student t-test). 
LC, low cholesterol level (<6.26 mmol/L); HC, high cholesterol level (>6.26 
mmol/L). 
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Annexe 2 
Résultats préliminaires sur l'expression'des protéines ABC et de Der/in-1 dans des 
cultures primaires de trophoblastes humains et dans la lignée BeWo 
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Figure A2.1: Expression des transporteurs ABC et de derlin-1 dans des cultures 
primaires de cytotrophoblastes en fonction de leur différenciation progressive en 
syncytiotrophoblaste. Les cellules cytotrophoblastiques furent isolées de placentas 
frais selon la technique trypsine-DNase/percoll. Les protéines furent extraites à 
chaque jour de leur différenciation progressive en syncytiotrophoblaste, soit aux jours 
1 à 4, avec l'ajout du tampon RIPA. Les protéines d'intérêt furent quantifiées par 
immunobuvardage de type Western et normalisées avec une coloration à 
l'amidoblack. Les résultats ont été quantifiés avec des analyses ANOVA à une 
variable (* P < 0.05). 
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Figure A2.2: Expression des transporteurs ABC et de derUn-1 dans la lignée 
cellulaire BeWo différenciée à la forskoline. Les protéines furent extraites, avec le 
tampon de lyse RIPA de cellules BeWo différenciées ou non avec l'ajout de 
forskoline (FSK) (0.5%), le DMSO (0.5%) étant le véhicule dans lequel la FSK est 
diluée. La technique d'immunobuvardage de type Western a permis de quantifier les 
protéines d'intérêt, qui furent normalisées avec une coloration à l'amidoblack. Les 
résultats ont été quantifiés avec des tests t de Student (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P 
< 0.001). 
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